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Résumé

Les pathologies dues étiologiquement au stress oxydatif y compris le diabéte s’accroissent
précipitamment dans le monde entier. Afin d’¢éluder de la toxicité des substances chimiques
thérapeutiques, la phytothérapie s’impose de nouveau. Ce travail s’intéresse a I’estimation des
activités antioxydantes et anti-hyperglycémiante d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga iva. Les
extraits aqueux des deux plantes sont réalisés par infusion dans 1’eau distillée bouillante, tandis
que les extraits méthanoliques sont réalisés par macération en utilisant le méthanol. Les
rendements d’extractions montrent que les extraits aqueux et méthanoliques des paries aériennes
d’Artemisia herba alba Asso ont des rendements supérieurs a ceux d’A4juga iva (11,32+0,28% et
6,9340,65% contre 8.08+0,025% et 5,54 +0,28% respectivement). L.’évaluation quantitative des
polyphénols totaux par la méthode de Folin ciocalteu a montré que les extraits, méthanoliques et
aqueux, d’Artemisia herba alba Asso sont plus riche en polyphénols (101,73+ 6,62 et 94,50 + 0,33
EAG/g EXT respectivement) et en flavonoides (45,08 + 1,13 et 31,14 + 1,90 mg EQUE/g EXT)
que les extraits d’A4juga iva. Ces valeurs sont des bons indices du potentiel thérapeutique des
extraits, car beaucoup d’activités biologiques sont intimement liées a I’aspect quantitatif mais aussi
qualitatif de ces biomolécules. L’effet antioxydant a ét¢ déterminé par la méthode du DPPH, le
test du TAC et la méthode de FRAP. Pour le piégeage du radical libre DPPH, des valeurs d’IC50
plus importantes (81,70 +1,45 et 201,85 +3,45 pg/ml) ont été¢ trouvées pour les extraits
méthanoliques et aqueux d’Artemisia herba alba Asso par rapport a celles trouvées pour 1’ 4juga
iva. En revanche, la capacité anti-oxydant totale des extraits méthanoliques et aqueux d’4juga iva
et d’Artemisia herba alba Asso était proches (610,66 £25,33 et 417,97 £21,79 contre 559,71 +4,90
et 391,41+ 9,95 ng Eq AA/g EXT respectivement). Alors que I’Artemisia herba alba Asso a
présenté un potentiel antioxydant plus important avec la méthode de FRAP. L’évaluation de I’effet
anti-hyperglycémiant (Test OGTT) des extraits aqueux des deux plantes sur des rats Wistar
Albinos post-traités par le glucose nous a montré que ces derniers présentent un bon potentiel anti-
hyperglycémiant. En conclusion, ces résultats peuvent étre considérés comme trés prometteurs et
justifient la poursuite des recherches, entre autres, sur I’identification des composants antioxydants

et antidiabétiques dans les extraits actifs.

Mots-clés : Antioxydant, Anti-hyperglycémiant, DPPH, CAT, FRAP, Glucose, Ajuga iva,

Artemisia herba alba Asso



Abstract:

Pathologies etiologically due to oxidative stress including diabetes are increasing precipitously
worldwide. In order to evade the toxicity of therapeutic chemicals, phytotherapy is needed again.
This work is interested in the estimation of the antioxidant and antihyperglycemic activities of
Artemisia herba alba Asso and Ajuga iva. The aqueous extracts of the two plants are made by
infusion in boiling distilled water, while the methanolic extracts are made by maceration using
methanol. The extraction yields show that the aqueous and methanolic extracts of the aerial paries
of Artemisia herba alba Asso have higher yields than those of 4juga iva (11.32 + 0.28% and 6.93
+ 0.65% against 8.08 + 0.025% and 5.54 + 0.28% respectively). The quantitative evaluation of
total polyphenols by the method of Folin ciocalteu showed that the methanolic and aqueous
extracts of Artemisia herba alba Asso are richer in polyphenols (101.73 £ 6.62 and 94.50 = 0.33
EAG / g EXT respectively) and flavonoids (45.08 + 1.13 and 31.14 = 1.90 mg EQUE / g EXT)
than extracts of Ajuga iva. These values are good indicators of the therapeutic potential of the
extracts, because many biological activities are intimately linked to the quantitative but also the
qualitative aspect of these biomolecules. The antioxidant effect was determined by the DPPH
method, the TAC test and the FRAP method. For the scavenging of the free radical DPPH, higher
IC50 values (81.70 £+ 1.45 and 201.85 + 3.45 pg / ml) were found for the methanolic and aqueous
extracts of Artemisia herba alba Asso compared to those of Ajuga iva. On the other hand, the total
antioxidant capacity of the methanolic and aqueous extracts of 4juga iva and Artemisia herba alba
Asso was close (610.66 = 25.33 and 417.97 + 21.79 against 559.71 + 4, 90 and 391.41 £ 9.95 pg
Eq AA / g EXT respectively). Whereas Artemisia herba alba Asso showed greater antioxidant
potential with the FRAP method. The evaluation of the anti-hyperglycemic effect (OGTT test) of
the aqueous extracts of the two plants on Wistar Albino rats post-treated with glucose showed us
that the latter have good anti-hyperglycemic potential. In conclusion, these results can be
considered very promising and justify further research, among others, on the identification of

antioxidant and antidiabetic components in active extracts.

Keywords: Antioxidant, Anti-hyperglycaemic, DPPH, CAT, FRAP, Glucose, A4juga iva,

Artemisia herba alba Asso.
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INTRODUCTION

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de ’homme. En effet, le monde
des végétaux est plein de ressources et de vertus d’ou I’homme puise non seulement sa nourriture
mais aussi des substances actives qui procurent un bienfait a son organisme parfois affecté de

troublas insidieux (Baba Aissa, 2000).

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siécles comme remedes pour les
maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeurs thérapeutique (Nostroet
al., 2002). Actuellement, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux
médicaments. Elles produisent déja 70% de nos médicaments, aussi environ 170 000 molécules

bioactives ont été identifiées a partir de plantes (Laamri et Mostefaoui, 2017).

L’activité biologique des plantes est due principalement a leur aptitude a synthétiser des
métabolites secondaires (Les composés phénoliques, les alcaloides, et les huiles essentielles ...).
Ces derniers sont dotés de pouvoir analgésique, antifongique, anticancéreux, anti-inflammatoire
et antiviral, en plus de leur propriété antioxydante (capture de radicaux ou chélation des métaux)

(Ghedira, 2005 ; Benhammou, 2012 ; Kabera et al.,2014).

L’évaluation des propriétés phytothérapeutiques, telle que D’activité antidiabétique et
antioxydante est considére comme trés importante et tres utile, en particulier pour les plantes, qui

sont largement utilisées en médecine folklorique.

Les radicaux libres en général et les espéces réactives de I’oxygéne (ROS) en particulier
sont impliqués dans plusieurs pathologies humaines allant de 1’inflammation au cancer tout en
passant par les maladies cardiovasculaires, I’arthrite rhumatoide, le diabéte et le processus
d’apoptose, en plus de leur action directe en réagissant avec la plupart des macromolécules
(glucides, protéines et lipides). Une fagon de prévenir le stress oxydatif est de rechercher un apport

supplémentaire de composés antioxydants (Cheurfa et Allem, 2015).

Plusieurs antioxydants synthétiques comme I’hydroxyanisolebutyl¢ (BHA) et
I’hydroxytoluénebutylé (BHT) peuvent étre inadéquats pour la consommation humaine chronique
car les publications récentes ont mentionné leurs propriétés toxiques possibles pour la santé
humaine et I’environnement. Par conséquent, 1’intérét pour les antioxydants (non toxiques)
normaux, particulierement de I’origine végétale, a considérablement augmenté ces derniéres

années (Ghedadba et al., 2015).
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Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de molécules a activités
antioxydantes. Il a été également noté, que des plantes algériennes sont de forts piégeurs des
radicaux libres et peuvent étre considérés comme une bonne source d'antioxydants naturels a des

fins médicinales et commerciale (Mansour, 2015).

Pour cette raison, nous avons choisis a étudier, I’ Artemisia herba alba Asso et I’ Ajuga iva,
deux plantes relativement abondante et largement utilisée en médecine traditionnelle notamment

en Algérie.

Dans ce contexte, I’objectif principal de ce travail est d’étudier in vitro 1’activité
antioxydante des extraits aqueux et méthanoliques des parties aériennes d’Artemisia herba alba
Asso et d’Ajuga iva. Le deuxiéme objectif de cette étude est de déterminer in vivo leur pouvoir

anti-hyperglycémiant.
Pour la réalisation de cette étude, nous allons la partager en deux parties essentielles :

e La premicre partie est consacrée a I'é¢tude bibliographique comporte recherche sur les
plantes médicinales et la phytothérapie, les activités antioxydantes des plantes médicinales
et une description des plantes étudiées.

e La deuxiéme partie est expérimentale, subdivisée en deux chapitres : 1’'un Présente les
méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail et I’autre consacré a la

présentation et la discussion des résultats obtenus.

-
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Etude bibliographique Chapitre I : Plantes médicinales et phytothérapie

I. PLANTES MEDICINALES ET PHYTOTHERAPIE :
I.1. Généralités :

La « médecine traditionnelle » est une notion large qui déborde le champ de la santé et
implique directement le social, la religion et I’économie. Elle refléte la mémoire des générations,
des cultures qui se transmettent avec le temps a travers le savoir et I’échange (Epelboin, 2002). Elle
est définie comme la somme de toutes les connaissances, les compétences et les pratiques reposants
sur les théories, les croyances et les expériences propres a différentes cultures, quelles que soient
explicables ou non, et qui sont utilisées dans la préservation de la santé, ainsi que dans le

diagnostic, I’amélioration ou le traitement de maladies physiques ou mentales » (OMS, 2013).

L'usage des plantes pour remédier a un mal remonte a 'aube de I'humanité. Il parait que
I'homme a compris trés tot tout ce que le monde végétal pouvait lui apporter, non seulement pour
se nourrir et se vEtir mais aussi se soigner ou se concilier avec les forces de la nature. On appelle
donc plante médicinale, chaque plante qui contient des drogues végétales dont au moins une partie
présente des propriétés médicamenteuses et est capable de prévenir, soulager ou guérir des
maladies (Farnsworth et al, 1986). L'inventaire réalis¢ par I'OMS, vers la fin des années 1970 a
estimé que le nombre des espéces ayant des propriétés médicinales était de 1’ordre de 21 000

espeéces dans le monde (Hadjadj et al, 2019).

Au XIXe siecle, les chimistes ont réussi a isoler les principes actifs de certaines plantes :
la quinine du quinquina, la morphine de I'opium etc.... Poursuivant ainsi leurs recherches, ils ont
réussi, au début du XXe siecle a fabriquer des molécules synthétiques. Les plantes ne servant plus
que de réserves a molécules chimiques. C’est alors que 1’on délaisse progressivement la

phytothérapie au profit des thérapeutiques de synthése (Grenez, 2019).

Le concept de phytothérapie est né du médecin francais Henri Leclerc, qui a utilisé le terme
pour la premiére fois en 1913 et qui a publié diverses éditions du Précis de phytothérapie « Manuel

de phytothérapie », la premiére en 1922 (Britannica, 2021).

Ces derniéres années, de nombreux chercheurs se sont concentrés sur les plantes
médicinales, dérivées de produits naturels en raison de leur large éventail de significations
pharmacologiques (Shukla et al, 2010). De plus, les ressources naturelles d'origine végétale
représentent une source importante de médicaments dans le processus de développement de

nouveaux composés pharmacologiquement actifs (Vieira et al., 2014).

Actuellement, 205 drogues végétales entrent dans la composition de médicaments dits de
phytothérapie et bénéficient d'un dossier allégé d'autorisation de mise sur le marché (Zeggwagh et

al., 2013). L'Organisation Mondiale de la Santé a établi une liste de monographies de plantes

-3
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médicinales qui est divisée en trois catégories : plantes dont ['utilisation est supportée par des
données cliniques, celles dont I'utilisation est supportée par des pharmacopées et des systémes
traditionnels de médecine et celles dont 'utilisation est décrite dans le milieu populaire mais non

supportée par des données cliniques et expérimentales (Zeggwagh et al., 2013).
I2. Les plantes médicinales :
I.2.1. Définition des plantes médicinales :

D’apres la Xeme édition de la Pharmacopée frangaise, les plantes médicinales "sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses" (Chabrier,
2010). Les plantes médicinales regroupent toutes les plantes dont I’un de leurs organes contient

une ou plusieurs substances chimiques qui sont destinées a produire une activité pharmacologique.

Au commencement, les plantes médicinales ont €té utilisées enti€res ou en partie ensuite
grace au progres de la chimie organique dans les laboratoires de recherche I’extraction de
substances actives s’est développée en cherchant le principe actif, la molécule agissante, le géne a
utiliser... etc. L’industrie pharmaceutique a contribu¢ non seulement dans la transformation des
plantes en composés actifs en produisant un phyto-médicament mais également a reproduire

chimiquement un grand nombre de leurs composés (Dutertre, 2011).

Malgré l'influence croissante du systéme sanitaire moderne, les plantes médicinales
continuent de répondre a un besoin important (Elqaj et al, 2007). Leurs préparations a base
végétales contiennent un ou plusieurs principes actifs utilisables a des fins thérapeutiques

(Farnsworth et al., 1986).
[.2.2. Fonctionnement des plantes médicinales :

Les plantes médicinales constituent des ressources inestimables de molécules nécessaire a
la mise au point de futurs médicaments (Gurib-Fakim, 2006). Chaque plante est donc composée de
milliers de substances, présentes en quantité variable, qui peuvent Etre utilisées a des fins
thérapeutiques ou dans la composition de médicaments utiles (Alcaloides, hétérosides, mucilages,

saponosides) (Sofowora, 2010).

Ces principes actifs sous forme isolée ne sont pas d’une grande efficacité, mais lorsqu’ils
sont prélevés avec d’autres substances de la plante, ils révelent leur aspect pharmacologique (Cleur
et Carillon, 2012). On parle alors de synergie, car contrairement aux médicaments allopathiques
qui ne sont composés que d’un seul principe actif les médicaments phyto-thérapeutique utilisent
I’ensemble des constituants de la plante qui agissent en synergie et par complémentarité pour

moduler, modérer ou renforcer 1’activité principe actif (Donald, 2000). La plante dans son totum
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présente donc des potentialités d’action trés variées, pour un résultat plus sir, plus complet sur le

terrain du malade.

Notant que ce n’est pas toujours le principe actif majoritaire qui est responsable de 1’effet
thérapeutique, ni le marqueur choisi. C’est I’ensemble des principes actifs du végétal qui confere

son activité thérapeutique au végétal.
1.2.3. Composante des plantes médicinales :

Parmi les originalités majeures des végétaux leurs capacités a reproduire des substances
naturelles tres diversifiées. En effet, a co6té des métabolites primaires classiques, glucides, protides,
lipides, ils accumulent fréquemment des métabolites secondaires. Ces derniers, représentent une
source importante de molécules utilisables par 'homme dans des domaines aussi différents que la

pharmacologie ou l'agroalimentaire (Macheix et al., 2005).
1.2.3.1. Métabolites primaires :

Les métabolites primaires sont des produits issus directement de la photosynthese (Sucres
simples, acides aminés, protéines, acides nucléiques et organiques...), qui participent a la structure

des cellules végétales ainsi qu’a ses fonctionnements de base.
Les principaux métabolites primaires sont :
A. Les glucides :

Les glucides sont des substances présentes dans les plantes en tant que monomeres,
oligomeres (jusqu'a dix unités de monomeres), polymeéres ou de forme de sucre simple. Le nombre
d'atomes de carbone dans les monomeéres est compris entre 3 a 7, chaque atome de carbone porte
un groupe hydroxyle (Mathé, 2015). On parle d’aldoses et de cétoses en fonction de la
caractéristique du groupe carbonyle. Ce sont des composés asymétriques ; D et L série d'isomere

selon la projection de Fischer.

En fonction de leur volume et de leur solubilité, les glucides sont classés en
monosaccharides ou oses (1 sucre), en disaccharides ou osides (2 sucres), et en polysaccharides

ou polyosides (nombreux sucres).

Les glucides se trouvent dans les organismes vivants dans des formes libres ou liées, la
chaine de sucre peut €tre attachée a des non-sucres et d'autres types de métabolites, comme les
stéroides, les triterpénes en saponines, les flavonoides, les phenylethanoides, etc. Les glucides ont
une importance dans 1’industrie pharmaceutiques, les émulgateurs, les mucilages, etc. Aussi ils

peuvent avoir un effet de modulation immunitaire (Bishop et al., 1982).
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B. Les lipides :

Les lipides sont des métabolites primaires solubles dans les solvants organiques non
polaires. Ils comportent, les acides organiques, les graisses, les acides gras. Les acides organiques
ont un ou plusieurs groupes carboxyle, formant une série d'acides gras homologues qui sont
intéressants chez les plantes médicinales comme agent estérifiant du glycérol dans les graisses.
Les graisses s’accumulent principalement dans les organes de stockage d'énergie comme les

graines des plantes (Sridhar et al., 2016).

Il existe deux types d’acides gras, saturés et insaturés, les acides gras polyinsaturés se
retrouvent principalement dans les huiles végétales (Mais, soja, lin...), et peuvent avoir une
pertinence pharmaceutique : ’huile d’amande (Prunus amygdalus), 1'huile d’arachide (Arachis
hypogea), I'huile de ricin (Ricinus communis), I'huile d’olive (Olea europaea), 1'huile de coco

(Cocos nucifera) (Rahmoune, 2017 ; Boumerfeg, 2020).
C. Autres métabolites primaires :

Les acides aminés, les protéines végétales principalement sous forme d'enzymes sont trés
intéressantes du point de vue pharmaceutique. Aussi les enzymes, telles que les hydrolases, les

lipases et les protéases ont une importance particulicre (Gertsch, 2008).

En général les protéines végétales peuvent jouer un role structurel (comme 1'actine), un réle
dans la mobilité (comme la myosine), un réle catalytique (comme la papaine), un réle de régulation
de la compaction de I'ADN (les histones) ou d'expression des genes (les facteurs de transcription)

(Boumerfeg, 2020).
1.2.3.2. Métabolites secondaires :

Le terme métabolite secondaire, introduit pour la premiére fois par Albrecht Kossel en
1891, est utilisé pour décrire une large gamme de composés chimiques dans les plantes qui ne sont
pas impliqués dans les processus biochimiques de la croissance et de la reproduction des plantes
(Aamlan et jyotisna, 2010). Ils ont un réle important dans les interactions de la plante avec son
environnement tel que la protection contre les pathogenes, herbivores, la concurrence entre les
plantes et le stress abiotique comme dessiccation et radiation UV (Greathead, 2003). Plus de

200.000 structures de métabolites secondaires ont été identifiées (Aamlan et jyotisna, 2010).

Les métabolites secondaires sont divisés principalement en trois grandes familles, les

polyphénols, les terpénes et les alcaloides (Abderrazak et Joél, 2007).
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A. Polyphénols :

Les polyphénols Ou « Composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de plus de
8000 molécules (Bahorun, 1997 ; Garcia-Salas et al., 2010). Ce sont des substances présentes dans
tous les végétaux et dans tous les organes de la plante (Naczk et Shahidi, 2003 ; Barboni, 2006 ; Sun
et al., 2011). Ils sont distribués selon leurs roles défensifs et cette distribution varie d'une plante a

'autre (Merghem, 2009).

La concentration de ces molécules dans les différentes parties des plantes est influencée
par plusieurs facteurs environnementaux tels que la température, I’humidité, 1’intensité lumineuse,

l'eau, les sels minéraux et le CO2 (Ramakrishna et Ravishankar, 2011).

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques : celle du shikimate, et
celle issue de I’acétate. L’¢lément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques
est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel il est directement li¢ au moins a un groupe
hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton, 2009). Les
composés phénoliques jouent un rdle essentiel dans la structure et la protection des plantes (Naczk
et Shahidi, 2003 ; Stalikas, 2007). Ce sont des pigments généralement responsables des teintes
automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et fruit (jaune, orange, rouge). Ils sont présents

partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous les végétaux.

Par ailleurs, les polyphénols font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale.
Ils offrent, pour la santé humaine, une protection contre certaines maladies impliquant un stress
oxydatif, comme les cancers et les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives (Sun et al.,

2011).

Groupe hvdroxyle

Noyau aromatique —o0n01 ©

Groupe phénol

Figure 1 : Structure de base des polyphénols (Houazene, 2017)

Il existe plusieurs classes des polyphénols, principalement, les acides phénoliques

coumarines, tanins, flavonoides, lignanes, lignines.
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B. Terpénes :

Les terpeénes, avec preés de 15.000 structures moléculaires connues, ils constituent
probablement la classe la plus vaste et la plus diversifiée de composés organiques végétaux. Ce
sont des hydrocarbures naturels de structure cyclique ou de chaine ouverte, largement répandus
dans le régne végétal, provenant de la voie de 1’acide mévalonique (Bhat et al, 2005). Leur
particularité structurale est la présence dans leur squelette d’unité¢ isoprénique a 5 atomes de

carbone (CsHs) dérivées du 2-méthylbutadiene (Bakkali et al., 2008).

CH,

I
C

I
H

Figure 2 : Structure de ’unité isoprénique (C5HS) (Soléne, 2012).

H.C

Il existe différents groupes de terpénes selon le nombre d'unités constitutives en C5, on
distingue les monoterpénes en C10, les sesquiterpénes en CI15, les diterpénes en C20, les

sesterterpénes en C25, les triterpénes en C30 et les tétraterpénes en C40 (Aldred, 2008).

La famille des terpénes comprend des hormones (Gibbérellines et acide abscissique), des
pigments caroténoides (Caroténe et xanthophylle), des stérols (Ergostérol, sitostérol, cholestérol),
des dérivés de stérols (Hétérosides digitaliques), le latex (qui est a la base du caoutchouc naturel)
ainsi qu’une grande partie des huiles essentielles qui conférent aux plantes leur parfum ou leur

gout (Hopkins, 2003).

C. Alcaloides :
Substances organiques basiques (donc contenant du carbone de 1’hydrogéne et souvent
d’oxygene) de formules souvent assez compliquées pour un caractére commun la présence d’azote
dans leurs formules chimiques ; cette présence d’azote leurs confére une réaction basique, alcaline,

d’ou leurs noms d’alcaloides.

A ce jour, plus de 15 000 alcaloides différents ont été isolés. La classification des alcaloides
tient compte de deux parameétres distincts : la position de 1’atome d’azote au sein de la structure et
les différentes fonctions qui en découlent, et la famille de plantes dont ils sont extraits. On compte
cinq grandes classes d’alcaloides, chacune divisée en plusieurs sous familles : les alcaloides

hétérocycliques, les alcaloides portant un atome d’azote exocyclique, les alcaloides de type
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putrescine, spermidine et spermine, les alcaloides peptidiques et les alcaloides terpéniques et
stéroidiens.
Ils ont une action chimiques remarquable sur le systéme nerveux centrale ou le systeme

nerveux autonome sympathique et para sympathique (Verdrager, 1987). Parmi les alcaloides on

cite la morphine, la coca et la caféine (Reven et al., 2000).
I.2. La phytothérapie :
1.2.1. Définition de la phytothérapie :

Le mot '"phytothérapie" se compose ¢étymologiquement de deux racines
grecques: «phuton » et « therapeia » qui signifient respectivement "plante” et "traitement". Ce qui
signifient essentiellement « soigner avec les plantes ». Elle peut donc se définir comme étant une
discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains
états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes

(Wichtl et Anton, 2003).

La phytothérapie est la somme des connaissances, compétences et pratiques qui reposent
sur les théories, croyances et expériences propres a une culture et qui sont utilisées pour maintenir
les étres humains en bonne santé ainsi pour prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies
physiques, mentales ou le déséquilibre social. Elle est reliée a une expérience pratique et a des
observations faites de génération en génération, et transmises de facon orale ou écrite (Crozat,

2001).
1.2.2. La phytothérapie en Algérie :

Avec une superficie de 2 381741 km?, I’Algérie est le plus grand pays riverain de la
Meéditerranée. Il est reconnu par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques, ainsi
que leurs diverses utilisations populaires dans I’ensemble des terroirs du pays (Quezel et Santa,
1963). Ce sont des savoir-faire ancestraux transmis de génération en génération chez les

populations, le plus souvent rurales.

C’est un héritage familial oral, est répandue dans toutes les tranches d’age, avec une nette
prédominance pour les 45-65 ans (54,91%). Les études montrent que les personnes les plus agées
ont davantage de connaissances en plantes médicinales que d’autres classes d’ages. L’expérience
accumulée avec 1’age constitue la principale source d’information a I’échelle locale au sujet de
I’usage des plantes en médecine traditionnelle. Ainsi des chiffres recueillis auprés du centre
national du registre de commerce, montrent qu'a la fin de 1'année 2009, 1'Algérie comptait 1926

vendeurs spécialisés dans la vente d'herbes médicinales (Sebai et Boudali, 2012).
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L’ Algérie compte environ 4300 especes et sous-especes de plantes vasculaires. Elle recele
un grand nombre d’espéces classées en fonction de leur degré de rareté : 289 espéces assez rares,
647 especes rares, 640 especes trés rares, 35 espéces rarissimes et 168 espéces endémiques

(Hadjadj et al., 2012).
1.2.3. Les différentes formes de la phytothérapie :

L’utilisation des plantes médicinales a des fins thérapeutiques est une pratique aussi vielle

que ’histoire de ’humanité (JMJ, 2002). Cependant il existe différents types de phytothérapie :
1.2.3.1. Aromathérapie :

Est une thérapeutique qui utilise les extraits aromatiques de plantes (essences et ou huiles

essentielles), ce sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.
1.2.3.2. Gemmothérapie :

Est une thérapeutique qui utilise les extraits alcooliques des tissus embryonnaires végétaux

en croissance tel que jeunes pousses, bourgeons et les radicelles.
1.2.3.3. Homéopathie :

L’homéopathie repose sur le principe qu’une méme substance pouvant provoquer des
symptomes d’une maladie chez une personne saine a des doses fortes, peut les faire disparaitre
chez une personne souffrant de cette méme maladie si elle est utilisée a des doses minimes
préparées selon des régles strictes, a partir d’une succession de dilution de teinture mére de la

plante (Thuillier, 1994 ; Kunkele et Lobmeyer, 2007).
1.2.3.4. L’herboristerie :

Elle correspond a la méthode de la phytothérapie la plus classique et la plus ancienne,
I’herboristerie se sert de la plante fraiche ou seéche soit entiere, soit une partie de celle-ci (Ecorce,
fruit fleur). La préparation repose sur des méthodes simples, le plus souvent a base d’eau :
décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi sous forme plus moderne de

gélules de poudre de plante seche que le sujet avale (Besancon, 2012).
1.2.3.5. Phytothérapie pharmaceutique :

Utilise des produits d'origines végétales obtenus par extraction et qui sont dilués dans
l'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour avoir
une action soutenue et rapide. Ils sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de

lyophilisats...etc (Strang, 2006).
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1.2.4. Modes de préparation et d’utilisation des plantes médicinales :

Les trois principes élémentaires de préparation des plantes sont : 1’infusion, la décoction,
et la macération. Cependant il existe parallélement d’autres principes de préparation tel que : les

cataplasmes de plantes médicinales, poudres, huiles essentiels. . .etc.
1.2.4.1. Infusion :

C’est la préparation la plus connue et la plus utilisée, une infusion est préparée en versant
de I’eau bouillante sur une quantité spécifique de maticre végétale, en laissant reposer la mixture
pendant 10-15 minutes (Sofowora, 2010). Une infusion peut se conserver au réfrigérateur pendant

48 heures maximum.
1.2.4.2. Décoction :

Les plantes sont versées dans I’eau froide et portées a ébullition un temps plus ou moins
long, deux ou trois minutes pour les feuilles, les tiges et les fruits ; cinq minutes ou plus pour les

écorces et les racines (Pierre et Lis, 2007).
1.2.4.3. Macération :

Le liquide de macération peut étre de 1’eau, de I’alcool ou du vinaigre. Dans le cas de la
macération a 1’eau, les plantes doivent étre versées dans le liquide froid ou tiede pendant quelques
heures (10 oul2 heures). Les macérations a 1’eau ne doivent pas dépasser une douzaine heures par

risque d’oxydation et de fermentation du liquide (Pierre et Lis, 2007).
1.2.4.4. Cataplasmes de plantes médicinales :

On chauffe la plante pendant 2 min ensuite la presser pour en extraire le liquide puis
appliquer préalablement de 1’huile sur la partie atteinte et recouvrir avec la plante encore chaude
et bander, laisser agir 3h au max (Isrin, 2001). Les cataplasmes calment les douleurs musculaires
et les névralgies, soulagent I’entorse, fractures, et permettent 1’extraire le pus des plaies infectées,

des ulceres et des furoncles.
1.2.4.5. Poudre :

Elle s’obtient en broyage de plantes desséchées ou de parties actives a I’aide de moulin ou
du mortier. La poudre obtenue servir a la préparation des extrais, ou étre délayées dans 1’eau ou

étre mélangée a une nourriture (Aribi, 2012).

1.2.4.6. Huiles essentielles :

Ce sont des composés aromatiques volatils, possédant 1’aspect huileux, obtenues a partir

de plantes aromatiques par plusieurs procédés d’extraction (Burt, 2004). IIs ont une odeur et une
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saveur généralement fortes, extraites a partir des différentes parties de certaines plantes
aromatiques, par les méthodes de distillation, enfleurage, expression, solvant et par d’autres
méthodes telle de dioxyde de carbone liquide a basse température pour I’extraction des agrumes
(Belaiche, 1979 ; Valnet, 1984 ; Wichtel et Anthon, 1999 ; Santoyo et al, 2005). Ils n’existent
quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les éléments qui les constituent sont élaborés par des

plantes dites plantes aromatiques, réparties dans un nombre limité de familles (Bruneton, 1999).
I.2.5. Les avantages de la phytothérapie :

La phytothérapie clinique présente de nombreux avantages, qui ont permis d’¢élargir le
champ d’efficacit¢ d’une approche thérapeutique, ainsi que son domaine d’activité.
Elle présente essentiellement un avantage de multiplicité des principes actifs complémentaires
permettant une utilisation a doses pharmacologiquement faibles voire physiologiques.
Elle présente également un bénéfice des effets de synergie et de potentialisation de 1’action
thérapeutique de la plante, une excellente tolérance de la plante médicinale qui permet de
minimiser les effets secondaires, les problémes de rebond, de rétrocontroles négatifs et de
dépendance fréquemment rencontrés avec les médicaments de synthese, et sans oublier 1’aspect
économique indéniable (rapport colit/efficacité). Ces caractéristiques sont accompagnées d’un
autre aspect majeur qui est I’existence d’une harmonie physiologique entre les constituants de la
plante et I’organisme humain. Les constituants d’origine végétale présentent une certaine analogie

de structure moléculaire spatiale avec ceux de 1’étre humain (Bouzouita, 2016).
I.2.6. Toxicité, interactions des plantes médicinales et précautions d’emploi :

Les plantes médicinales sont utilisées dans diverses pratiques traditionnelles, par manquent
de validité, preuves expérimentales de recherches méticuleusement planifiées qui annulent leurs
effets indésirables. Ces derniers temps, plusieurs effets indésirables ont été¢ observés avec les

plantes médicinales (Subramanian et al., 2018).

Selon Kahraman et ses collaborateurs (2020) certaines plantes contiennent des principes
actifs qui peuvent étre extrémement puissants, d'autres sont toxiques a faible dose. Le fait que 1'on
n'utilise que des plantes ne signifie pas que cela est sans danger, la culture libre de certaines plantes

est interdite dans certains pays.

La gravité des intoxications par les plantes dépend de nombreux facteurs : nature de la

plante, partie consommeée, quantité, prise a jeun ou non, age et circonstances (Rhalem et al., 2010).

Parmi les toxicités majeures des plantes médicinales nous trouvons : néphrotoxicité,

hépathoxicité, cardiotoxicité, neurotoxicité, toxicité cutanée, le risque de contamination par des
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substances nocives telles que des métaux lourds, des hydrocarbures aromatiques polycycliques,

des dioxines, ainsi que des toxines naturelles ou des micro-organismes (Kahraman et al., 2020).

La prise simultanée de plantes médicinales et de médicaments peut entrainer I'interaction
des deux remedes et I'apparition d'effets secondaires, parfois graves. Les personnes qui sont sous
médication  (extraits  thyroidiens, insuline et  antidiabétiques oraux,  statine
hypocholestérolémiantes) doivent le signaler pour adapter I’heure de prise et éviter les interactions

(Gayet, 2013).

De nombreux mécanismes jouent un rdle dans ces interactions, et les interactions sont

observées dans deux types :
1.2.6.1. Les interactions pharmacocinétiques :

On pense que diverses interactions telles que le cytochrome P450, I'UDP-glucuronyl-
transférase (UGT) et des protéines porteuses telles que la glycoprotéine P (P-gp) jouent un role
dans ces interactions .Si le médicament se transforme en un métabolite actif, et le médicament a
base de plantes induit l'enzyme responsable du métabolisme du premier médicament, une
augmentation de l'effet médicamenteux ou de l'effet toxique peut étre observée en raison de

l'augmentation de la concentration efficace du métabolite (Kahraman et al., 2020).
1.2.6.2. Les interactions pharmacodynamiques :

Si le médicament a base de plantes et le médicament affectent le méme récepteur ou le
méme site, une interaction se produit et un effet synergique ou antagoniste peut se produire. Alors
que l'effet du médicament augmente en raison de 1'effet additif, 1'effet du médicament diminue ou
disparait en raison de l'effet antagoniste. Par exemple, l'interaction plante-médicament est
indésirable dans le traitement du cancer en raison de la relation dose-effet perpendiculaire et de la
toxicité des agents chimiothérapeutiques. L’interaction avec d'autres médicaments, tels que

I'antagonisme ou la synergie, et tests médicaux pouvant conduire a un diagnostic erroné.

Les interactions médicamenteuses a base de plantes sont généralement des interactions de
type pharmacocinétique qui résultent d'une inhibition ou d'une induction enzymatique (Kahraman

et al., 2020).
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I. STRESS OXYDANTS ET PLANTES MEDICINALES :
I1.1. Stress oxydant :
I1.1.1. Définition

Le terme de stress oxydant peut se définir par la rupture de ’homéostasie redox. C’est-a-
dire qu’une surproduction des radicaux libres, des espéces réactives d’oxygene et de nitrogeéne,
etc., ou alors un déficit des mécanismes de défense antioxydante (enzymatiques ou non), ou enfin
la combinaison de ces deux phénomenes aboutit a une surexposition des molécules biologiques

cibles vis-a-vis des réactions oxydatives dommageables (Scandalios, 2002).

Equilibriunm _}J-"'".l ™

(AOX = ROS) !
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Oixidative stress

AOX .,M (Excess ROS)
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Figure 3 : Le stress oxydant AOX : antioxydant. ROS: reactive oxygen species (Scandalios, 2002)

En effet, I’accumulation d’entités oxydatives hautement réactives (ROS) est généralement
cytotoxique. Ainsi, une installation chronique d’un stress oxydant, comme c’est le cas dans de
nombreuses pathologies comme le cancer, le diabéte, les maladies neurodégénératives etc., peut a

terme provoquer d’importantes altérations cellulaires et tissulaires.
I1.1.2. Mécanismes d’action des radicaux libres :

Un radical libre se définit comme toute molécule ou fragment d’une molécule possédant
au moins un ¢électron non apparie (célibataire) sur son orbitale externe (Tessier et Marconnet, 1995).
Cette propriété lui confére une grande instabilité et par-la méme réaction une extréme réactivité

chimique (Halliwell et Gutteridge, 1992). Les radicaux libres les plus courants sont le radical

superoxyde (02"), le radical hydroxyle et le monoxyde d’azote (NO").
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D’autres molécules comme le peroxyde d’hydrogéne (OH") et Iion peroxynitrite (ONOO),

sont des substances oxygénées réactives non radicalaires ; ce ne sont pas des radicaux libres mais

des dérivés de radicaux libres (Ré et al., 2005).

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que 1’ADN, les lipides
(peroxydation), les protéines...etc. Cette oxydation provoque des dommages sur tout I’organisme,
accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et neuro-dégénératives, cancer, diabéte. . .)

et la dégradation des cellules et des tissus.
I1.1.2.1. Peroxydation lipidique :

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons des acides gras poly-insaturés (AGPI) : c’est la phase d’initiation. Le radical
lipidique réagit avec une molécule d’oxygeéne pour former un radical peroxyle (ROO¢),

suffisamment réactif pour arracher un H" a un AGPI voisin, propageant ainsi la réaction (3).

——) —«\' LIPID PEROXIDATION

o PUFA
oxidative stress
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malondialdehyde N ~
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4-hydroxy-
2-nonenal (HNE)

Figure 4 : Peroxydation lipidique (Rodriguez-Garcia et al., 2020)

La peroxydation des lipides induit une modification de la fluidité, de la perméabilité et de
l'excitabilité¢ des membranes (Hong et al., 2004). Les peroxydes générés seront neutralisés par la
glutathion peroxydase ou continueront a s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes

(malondialdéhyde, 4-hydroxynonénal) dont les activités pro-athérogenes sont bien connues.
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I1.1.2.2. Oxydation des protéines :

Les protéines sont les constituants cellulaires les plus abondants et sont par conséquent des

cibles importantes du stress oxydant (Hunt et Wolff, 1991 ; Thannickal et Fanburg, 2000).

Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les ROS
sont a la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes incluant

la fragmentation et I’oxydation des acides aminés (Pincemail et al., 1999).
I1.1.2.3. Oxydation de I’ADN :

Bien que I’ADN soit la mémoire de toute composition biochimique des étres vivants, il
s’agit d’une molécule tres sensible a I’attaque des especes réactives d’oxygene. La petite taille, la
solubilité dans I’cau et la faible réactivité de O2 ™ lui permettent d’étre présent partout dans
I’organisme et méme dans le noyau des cellules. Le radical hydroxyle produit par sa décomposition
peut causer des dommages aux acides nucléiques. Cinq classes principales de dommages oxydatifs
médiés par OH peuvent étre générées. Parmi elles, les bases oxydées, les sites abasiques, des

adduits intra-caténaires, des cassures de brins et des pontages ADNprotéines (Cadet et al., 2002 ;

Favier, 2003).

La guanine, par exemple, peut réagir avec le radical hydroxyl OH" pour former la 8-
hydroxy-2’déoxyguanosine (8- OH-dG) qui, au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera
avec 1’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et conduisant a des altérations du
message génétique impliquées dans le déclenchement du cancer et le vieillissement (Haleng et al.,
2007).
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Figure 5 : Processus de formation de 1’adduit 8-hydroxy-2’déoxyguanosine (Emam et al., 2014).

I1.1.2.4. Oxydation de ’ARN :

L'ARN est plus exposé aux dommages oxydatifs que 'ADN, en raison de sa nature simple

brin, I'absence d'un mécanisme de réparation active pour I'ARN oxydé, et moins de protection par
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les protéines que I'ADN. II est prouvé que I’ARN oxydé cause des erreurs dans la traduction,
menant finalement a la production de protéines anormales. Ces protéines peuvent étre responsables
de la présence de maladies neurodégénératives, comme la maladie d'Alzheimer (Phaniendra et al.,

2015).
I1.1.2.5. Oxydation des glucides :

Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été¢ beaucoup moins étudiée que
celle des autres macromolécules, il n'en reste pas moins que les ROS attaquent les
mucopolysaccharides et, en particulier, les protéoglycanes du cartilage. D'autre part, le glucose
peut s'oxyder dans des conditions physiologiques en présence de traces métalliques et libérer des
cétoaldéhydes, H202 et OH', qui provoquent la division des protéines ou leur glycation par addition
de cétoaldéhyde et forment des produits de glycation avancée. Ce phénomene de glycosxydation
est trés important chez les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de

leur rétine (Favier, 2003).
I1.1.3. Les antioxydants :

Un antioxydant est une molécule capable d'inhiber I'oxydation d'autres molécules. En
termes d'alimentation, un antioxydant a été défini comme toute substance qui retarde, empéche ou

supprime les dommages oxydatifs d'une molécule cible (Goger et al, 2013 ; Cakmakgi et al., 2015).

Tous les organismes aérobies ont des défenses antioxydantes, notamment des enzymes et
des constituants antioxydants pour éliminer ou réparer les molécules endommagées (Goger et al.,

2013).

Les antioxydants sont aussi des molécules naturellement produites par le corps ou bien
apportées par I’alimentation pour combattre les effets toxiques des radicaux lors du stress oxydant

(Halliwell et Gutteridge, 2008).
II.1.3.1. Les antioxydants endogénes :
A. Les antioxydants Enzymatiques :

Trois types d’enzymes antioxydantes sont mis en ceuvre pour la destruction des espéces
réactives de I’oxygene ; le superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase. Les trois
enzymes sont présentes dans le cytoplasme, le milieu extracellulaire et la mitochondrie. Ces

enzymes jouent un role trés important dans le maintien de la santé (Baba et McGrath, 2008).
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e Superoxyde dismutase (SOD) :

Ce sont des métallo-enzymes a manganese ou a cuivre et zinc présentes dans la
mitochondrie. L’enzyme catalyse la dismutation de I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene

qui pourra étre pris en charge par des enzymes a activité peroxydase (Baudin, 2006).
e (Catalase (CAT):

La catalase est une enzyme intracellulaire et l'une des principales enzymes défensives
antioxydantes principales, localisée principalement dans les peroxysomes, on la trouve également
dans le cytoplasme et les mitochondries en faible quantités. Le foie, les reins et les globules rouges
ont des niveaux importants de catalase. La CAT agit en catalysant la décomposition du peroxyde
d'hydrogéne en eau et en oxygene, une fonction partagée avec la glutathion peroxydase, et la CAT
nécessite du fer comme cofacteur pour une efficacité maximale (Newsholme et al, 2007 ; Sharma

et al., 2018).
e Glutathion peroxydase (GPx) :

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son role est
d’accélérer la dismutation du H202 en H20 et Oz. Lors de cette réaction deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG) (Mates et al., 1999) selon la

réaction suivante :

GPx
ROOH +2GSH ¢ > ROH+ H,0 + GSSG

La régénération du GSH se produit par l'intermédiaire de la glutathion réductase (GR)

dépendante du NADPH, formant un cycle redox (Sharma et al, 2018).
B. Les antioxydants non enzymatiques :

Ce sont des antioxydants capables de prévenir les dommages oxydatifs. IlIs peuvent se
comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les interventions directes sur les molécules
prooxydantes ou indirectement, en chélatant les métaux de transition, empéchant ainsi la réaction
de Fenton. Ce type d’antioxydants posseéde un avantage considérable par rapport aux antioxydants
enzymatiques (Boubekri, 2014). Du fait de leur petite taille, ils peuvent en effet pénétrer facilement
au cceur des cellules et se localiser a proximité des cibles biologiques. Ce type d’antioxydants
regroupe un grand nombre de substances hydrophiles ou lipophiles produits par I'organisme au
cours de processus biosynthétiques ; on peut citer parmi les plus actifs : le glutathion, le NADPH,

les dipeptides, l'acide urique, I'acide lipoique ou la bilirubine (Boubekri, 2014).
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I1.1.3.1. Les antioxydants exogénes :
Les antioxydants exogénes sont classés dans deux catégories différentes ;

v" Les antioxydants synthétiques.

<\

Les antioxydants naturels.

A. Les antioxydants synthétiques :

Les composés antioxydants synthétiques s’inspirent néanmoins d’agents antioxydants
naturels. De puissants agents pharmacologiques de synthése représentant des analogues de ces
composés naturels sont actuellement en cours d’évaluation expérimentale (par exemple : chalcone
synthétique et neuroprotection). Méme un composé comme la Nacétylcystéine, qui est dotée d’une
activité antioxydante intrins€éque, participe apres hydrolyse a la syntheése d’un agent antioxydant
naturel cellulaire aussi important que le glutathion. Certains agents antioxydants synthétiques, bien
qu’imitant les molécules ou les défenses naturelles, sont dotés d’un potentiel antioxydant bien plus
¢levé que les référents naturels, comme le démontre la comparaison de la glutathion peroxydase

(Gelé et al., 2006).
B. Les antioxydants naturels :

Les antioxydants naturellement sont présents dans presque toutes les plantes, tous les
micro-organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux. Le groupe le plus important
d’antioxydants naturel comprend la vitamine E (tocophérol), les polyphénols et autres composés

végétaux (Descamps, 2006)
I1.2. Activités antioxydantes des plantes médicinales :
I1.2.1. Antioxydants d’origine végétale et santé :

Outre les sources médicamenteuse et alimentaire, les plantes médicinales occupent
actuellement une place de choix dans les intrants antioxydants, en particulier certaines familles

chimiques.

Les polyphénols, composés naturels largement répandus dans le régne végétal, suscitent un
grand intérét pour leur action bénéfique. La principale caractéristique des polyphénols c’est qu’ils
sont des agents antioxydants tres puissants. En effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres
et d'activer les autres antioxydants présents dans le corps. Cette méme activité antioxydante permet
aux polyphénols de réguler les radicaux libres, comme l'oxyde nitrique qui favorise une bonne
circulation sanguine, coordonne l'activité du systéme immunitaire avec celle du cerveau et module
la communication entre les cellules de ce dernier. L’activité antioxydante des polyphénols peut
s’exercer sur les transporteurs des lipides du sang et tout particuliérement sur le « mauvais »

transporteur du cholestérol (les LDL ou les lipoprotéines de faible densité). Les polyphénols
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empéchent ainsi la formation des LDL oxydés, formation qui rend place lors d’états pathologiques
variés caractérisés par un stress oxydatif. Ils aident a combattre I’inflammation et réduisent la
fragilité¢ des capillaires, ils réduisent les effets du diabéte et protégent la peau contre les rayons
ultraviolets en diminuant les dommages causés par les rayons solaires. De nombreuses études
¢épidémiologiques montrent qu’une alimentation riche en polyphénols diminue le risque des

maladies chroniques (Boubekri, 2014).

Les terpénes sont également connus par leur activité antioxydante. En effet, les terpenes
alcénes tels que le terpinéne et le caryophylléne protégent les membranes cellulaires de la
peroxydation lipidique, ce qui est important pour le maintien de l'intégrité de I'épithélium contre
les agents pro-oxydants externes, tels que les rayons UV, et interne tel que les produits résultants
du métabolisme cellulaire (Burlando et al, 2010). Plusieurs ¢tudes montrent que les huiles
essentielles de nombreuses plante médicinales peuvent étre utilisées pour prévenir le stress

oxydatif qui contribue & de nombreuses maladies dégénératives.

L'activité antioxydante de la berbérine (un alcaloide) a largement été démontrée. Cet
alcaloide peut piéger les ROS et les especes réactives de 1'azote (RNS), et inhiber la peroxydation
lipidique. La barbérine protege contre I'oxydation des lipoprotéines de basse densité en diminuant
(LDL) par I’augmentation de I’activité (up-régulation) et I’expression des récepteurs LDL dans le
foie. Par ces mécanismes, il y a une meilleure absorption du LDL, ce qui contribue a la diminution
du LDL circulant qui va finir par s’oxyder (Lee, 2007). Elle augmente également d’une maniére
significative l'activité de la superoxyde dismutase (SOD) et diminue de la formation d'anions
superoxydes et de malondialdéhyde (MDA), par I’inhibitition séléctive de 1’expression du géne

« gp91phox » et I’activation de la SOD (Sarna et al., 2010).

I1.2.2. Mécanismes d’action :
Les antioxydants naturellement présents dans les plantes peuvent agir selon divers
mécanismes :
v Piégeage des radicaux libres ;
v Cheélation des ions métalliques ;

v Inhibition enzymatique.

I1.2.2.1. Piégeage des radicaux libres
Le piégeage des especes oxydantes est un concept qui souligne que le potentiel oxydant
d’un composé peut étre piégé. En fait, 1’agent antioxydant ne piége pas vraiment une espece

oxydante : il la réduit en un composé par définition moins oxydant et en pratique plus stable. Il

-20 -



Etude bibliographique Chapitre 11 : Stress oxydants et plantes médicinales

existe divers composés antioxydants d’origine végétale (flavones, resvératrol et autres

polyphénols, caroténoides/lycopéne) (Descamps, 2006).

Les polyphénols d’origine végétale, possédent une structure chimique idéale pour le

piégeage des radicaux libres, parce qu’ils poss¢dent :

- Des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles de donner un atome

d'hydrogene ou un ¢électron au radical libre.

- Un systéme aromatique stabilis¢ par la résonnance (Dai et Mumper, 2010).
I1.2.2.2. La chélation de métaux :

Les métaux de transition dans leur état réduit peuvent participer a la réaction de Fenton.
Toute stratégie qui ¢élimine ou masque le métal en question a une valeur potentiellement
antioxydante. Ce role est naturellement rempli par des protéines telles que la transferrine (qui lie
le fer) et la céruloplasmine (qui lie le cuivre). Certains métabolites comme le citrate peuvent aussi
fixer les métaux. Les chélateurs de métaux emprisonnent un des acteurs indispensables a la
réaction de Fenton, a savoir le métal, notamment Fe?" ou Fe*" (précurseur du Fe?* par réduction).
Le complexe “chélateur-métal” peut encore servir d’intervenant dans la réaction de Fenton, mais
lorsque la complexation est associée a une ¢limination du complexe hors de 1’organisme
(élimination urinaire ou digestive), il en résulte une diminution ou une disparition progressive du
métal pouvant étre complexé. Cette mesure conduit a réduire la contribution de la réaction de
Fenton a la formation d’espéces hautement toxiques telles que le radical hydroxyle ou encore les
radicaux alkoxyles (Descamps, 2006). Les flavonoides abondants dans les plantes et dans

I’alimentation sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques
I1.2.2.3. Régulation enzymatique

Les plantes peuvent agir par des mécanismes bien plus diversifiés que la réduction directe
des espéces réactives du stress oxydant, par exemple par inhibition des enzymes pro-oxydantes,
par « up-regulation » de la biosynthése des enzymes antioxydantes ou « down-régulation » de la

biosynthése d’enzymes pro-oxydantes et de protéines pro-inflammatoires (Dangles, 2020).

De nombreux polyphenol induisent 1'activation de NRF2 (facteur nucléaire, érythroide 2-
like 2) et I'expression d'enzymes de la phase II qui sont sous le contrdle transcriptionnel de ce
facteur. Les polyphenols peuvent inhiber la photooxydation de 1'A2E dans les cellules de

I’epithélium pigmentaire rétinien, qui est une source de stress oxydatif (Pawlowska et al., 2019).
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I1.2.3. Evaluation du potentiel antioxydant des plantes médicinales :

L’évaluation du potentiel antioxydant ou « total antioxydant capacity » (TAC) d’un aliment repose
sur une premicre étape d’extraction au cours de laquelle I’aliment est typiquement broyé et mis en
macération pendant quelques heures dans un mélange hydro-alcoolique. Apres centrifugation et filtration,
la fraction soluble est soumise a un ou plusieurs tests antioxydants de routine ; FRAP (Ferric reducing
antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TEAC (Trolox équivalent antioxidant
capacity) ou ABTS (2,2- azinobis 3-ethylbenzothyazoline 6- sulphonate) et DPPH+ (2,2- diphényl-1-
picrylhydrazyl)...etc (Dangles, 2020). I1 est a indiquer que différentes méthodes donnent des résultats assez

différents et devraient étre appliquées préférentiellement pour la comparaison de produits similaires

(Georgieva et al., 2010).

Ces tests comportent diverses limites :

= Ils ne mettent généralement pas en jeu une cible d’importance biologique a protéger

comme les AGPI, tout au plus une cible fluorescente commode a détecter (ORAC) ;

= IlIs évaluent la capacité des échantillons a réduire (transfert d’électron) des oxydants sans
pertinence biologique : radicaux organiques colorés stables (DPPH*, ABTS"" dans le test
TEAC), radicaux peroxyl hydrophiles issus de la décomposition thermique de composés

diazoiques (ORAC), complexe color¢ de I’ion Fe3+ (FRAP) ;

- Ils opérent en général en milieu homogene et ignorent donc la possibilité de distribution

des antioxydants dans diverses phases et interfaces ;

Ils sont exclusivement basés sur la capacité réductrice des antioxydants, 1’aptitude a

complexer des ions métalliques n’est pas prise en compte ;

- Sauf adaptation spécifique, ils ne concernent que les antioxydants a caractére hydrophile

(principalement, les polyphénols et la vitamine C) (Dangles, 2020).
I1.3. Autres Activités Biologique des plantes médicinales :
I1.3.1. Activité antidiabétique :

Une étude a révélé que 108 espéces végétales étaient généralement utilisées pour le
traitement du diabéte (Anm et al, 2014). Les polyphénols jouent un réle dans la prévention et la
gestion du DT2 grace aux approches insulino-dépendantes, par exemple, la protection des cellules
B des ilots pancréatiques, la réduction de 'apoptose des cellules , la promotion et prolifération
cellulaire, atténuation du stress oxydatif, activation de la signalisation de l'insuline et stimulation
pancréatique ainsi que les approches indépendantes de I'insuline incluant l'inhibition de

I'absorption du glucose, I'inhibition des enzymes digestives, la régulation du microbiote intestinal
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(Chongde et al., 2020). Les terpénes Inhibent a-1glucosidase et 1'-amylase (Hou et al, 2009). Ce
sont des hypoglycémiants hypolipidémiques, inhibiteurs de la glucosidase (Suchitra, 2020).

11.3.2. Activité anticancéreuse :

La capacité anti-cancérigene est un effet préventif primaire des composés phénoliques ; ils
retardent l'initiation et la progression des cancers en limitant la transformation des cellules
normales, la croissance des tumeurs, l'angiogenése et les métastases (Fereidoon et Judong, 2018).
De plus, les composés phénoliques stimulent I'expression de protéines suppressives de tumeur tel
que p53, I'homologue de la phosphatase et de la tensine (PTEN), p21 et p27 (Anantharaju et al.,
2016). Les monoterpenes présents dans les huiles essentielles des plantes médicinales possedent
des propriétés antitumorales a large spectre, haute efficacité, et faiblement toxiques (Wengiang et
al., 2020). Les alcaloides peuvent supprimer la croissance des cellules leucémiques, réduire la
survie des cellules en arrétant le cycle cellulaire et induisant I'apoptose des cellules tumorales et

I’arrét du cycle cellulaire dans une lignée cellulaire lymphoide B (Daniel et al., 2012).
I1.3.3. Activité anti-inflammatoire :

Les flavonoides « polyphénols » ont montré leur capacité a inhiber les enzymes impliquées
dans les voies des eicosanoides, y compris la phospholipase A2, les cyclooxygénases et
lipoxygénases, limitant ainsi la production de médiateurs inflammatoires tels que prostaglandines
et leucotriénes (Daniel et al, 2012). Les flavonoides peuvent également inhiber la production des
cytokines pro-inflammatoires, comme le facteur de nécrose tumorale -a (TNF-a), interleukines, et

interféron-y, ainsi que des agents chimiotactiques (Bibhabasu et al., 2008).

Plusieurs classes de terpeénes se sont avérés inhiber soit la translocation nucléaire de
I’hétérodimere p65 ou la liaison de NF-kB a I'ADN par un mécanisme moléculaire incompris.
Néanmoins, l'approche la plus efficace et sélective pour l'inhibition de l'activation de NF-kB est
assurée par des inhibiteurs de l'activité de la kinase IKK (Guido et al, 1998 ; Sonsoles et Heras,

2009).

Les alcaloides réduisent la transcription des 1'[L-2 et de 1'lxB médiée par NF-kB certains
alcaloides réduisent les cytokines pro-inflammatoires, y compris le TNF-a, IL-13, IL-6, IL-8 et

IFN-y (Lakhan, 2011).
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III. PRESENTATION DES PLANTES ETUDIEES :
II1.1. Présentation de la plante Artemisia herba alba Asso :
I11.1.1. Description et répartition géographique de la plante :

L’ Artemisia est un genre trés vaste et tres diversifi¢, avec entre 200 et 400 espéces de
plantes de la famille des Asteraceae (Yaniv et al, 2011). Certaines plantes du genre Artemisia
(Asteraceae) sont utilisées comme plantes médicinales dans la médecine populaire depuis les
périodes antiques (Proksch, 2005 ; Messai, 2011). Parmi ces plantes se trouve 1’ Artemisia herba
alba Asso (Armoise blanche en frangais, Chih en arabe), qui est également employée

traditionnellement par la population algérienne.

L'Artemisia herba alba Asso est une plante spontanée trés répandue en Afrique du nord et
au moyen orient, elle affectionne les climats secs et chauds, et existe sous forme de peuplements

importants dans les zones désertiques (Hurabielle et al., 1981).

En Algérie, les steppes d'armoise blanche recouvrent 3 millions d'hectares et sont situées dans les
¢tages aride et semi-aride frais, avec des précipitations variant de 100 a 300 mm (Djebaili et al.,

1989).

C’est une plante essentiellement fourragere, trés appréciée par le bétail comme paturage
d’hiver. Elle présente une odeur caractéristique d’huile de thymol et un gout amer d’ou son

caractere astringent (Nabli, 1989 ; Messai, 2011).

»

Figure 6: La plante Artemisia herba alba Asso (ATLAS Sahara Maroc, 2017).
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L’ Artemisia herba alba est caractérisée par les critéres morphologiques suivants :
(Bouldjadj, 2009 ; Bezza et al., 2010).
- Plante herbacée vivace caractérisée par une odeur de thymol,
- Plante chamaephyte (plante basse dont les bourgeons se situent prés du sol)
- Tiges ligneuses, de 20 a 40 cm, rigides, érigées, ramifiées et trés feuillées.
- Feuilles divisées en languettes fines, blanches et laineuses,

- Fleures groupées en grappes a capitules trés petites et ovoides de 1,5 a 3mm de diamétre

de couleur jaune a rougeatre,
Fleuraison commence en juin et développé en septembre a décembre, fin d’été.

II1.1.2. Systématique de la plante : (Vallés et Mc Arthur, 2001 ; Mohamed et al., 2010)

- Régne : Plantae

- Sous-régne : Tracheobionta

- Embranchement : Spermatophyta

- Division : Magnoliophyta

- Classe : Magnoliopsida

- Ordre : Asterales

- Famille : Asteraceae

- Sous-famille :Asteroideae

- Genre : Artemisia L.

- Sous-genre : Seriphidium

- Espéces : Artemisia herba-alba Asso
I11.1.3. Utilisation thérapeutique

En générale, le genre Artemisia a été tres utilisé dans la médecine traditionnelle ainsi que
dans la médecine moderne pour traiter plusieurs maladies telles que les infections urinaires
(Bencheqroun et al, 2012), le diabéte (Bouldjadj, 2009), ’hypertension artériel (Mohamed et al.,
2010), les troubles gastriques tels que la diarrhée et les douleurs abdominales, la cicatrisation des

plaies externes (Seddik, 2010), la bronchite, I’abces et comme vermifuge (Gharabi et al., 2008).
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II1.1.4. Toxicité de la plante :

Peu d’¢tudes ont révélé la toxicité d’Artemisia Herba-alba. Des Traitements chroniques
avec I’extrait aqueux de la plante ont induit une réduction des divisions des cellules de moelle
osseuse avec induction des échanges de chromatides sceurs et la formation de micronoyaux dans

la moelle osseuse et les cellules sanguines périphériques.

L’extrait aqueux d’Artemisia Herba alba Asso a des effets a la fois génotoxiques et
cytotoxiques sur les cellules des mammiféres, en particulier a des concentrations ¢élevées
(Abderrahman et Shbailat, 2014). Une autre étude récente, a révélé que 1’Artemisia herba alba

provoque une insuffisance rénale aigué (Brown, 2017).

La thuyone constitue la substance bioactive la plus toxique dans I'armoise blanche, sa forme
la plus toxique est I'alpha-thuyone qui a des doses importantes présente un risque neurotoxique

convulsivant et un risque hémorragique abortive (Aidoud, 1983).
II1.2. Présentation de la plante Ajuga. Iva (L):
II1.2.1. Description et répartition géographique de la plante :

Le nom 4juga vient du mot latin "Jugum" : joug. Avec le suffixe "a": sans joug, du fait que
la corolle est dépourvue de lévre supérieure. Iva, est un ancien nom féminin latin qui est utilisé
pour la premicre fois pour cette plante (Ghedira et al., 1991). En Algérie I’4juga. Iva (L) est connu
sous le nom de « Chendgoura » en Arabe (Taleb-Senouci et al, 2009) ; Taftelba en Berber ; Ivette,
Petit if, Bugle en Francais ; Musky bugle en Anglais (Halimi, 2004 ; Ghedira et al., 1991).

L’ivette musquée pousse dans différentes parties du monde, principalement dans les zones
tempérées et chaudes. L’A4juga. Iva (L) est une espéce commune en Afrique du Nord qui est

largement distribué dans la région méditerranéenne, particulierement au Maroc, en Tunisie, en

Egypte, en Europe du Sud et trés répandue dans les pelouses et les foréts du tell algérien (Halimi,

2004).

Figure 7 : La plante 4juga. Iva (L) (Bendif, 2017).
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L’Ajuga. Iva (L) est une petite plante vivace de gott amer de 5-10 cm, a tiges vertes
rampantes et velues, a feuilles vertes de 14-25 mm de longueur, linéaires, denses et couvertes de
duvets. Les fleurs sont violettes, roses, ou jaunes, de 20 mm de longueur, la lévre supérieure de la
corolle est réduite ou absente et la lévre inférieure est divisée en trois lobes velus. Les lobes
latéraux sont petits, alors que le lobe central est relativement plus large décoré dans sa base par un
axe central jaunatre avec des spots de la méme couleur de la fleur, généralement en violet. A
I'intérieur de la fleur i1 y a quatre ¢étamines liées a quatre carpelles noirs.

(https://agronomie.info/fr/plante-medicinale-ajuga-iva-l/)

I11.2.2. Systématique de la plante :
- Régne : Plantae
- Embranchement : Spermatophyta (Angiospermae)
- Sous embranchement : Angiospermes
- Classe : Dicotyledones
- Ordre : Tubiflorae
- Famille : Lamiaceae / Labiatae
- Genre : Ajuga
- Espece : Ajuga iva
I11.2.3. Utilisation thérapeutique :

Les especes d'Ajuga sont utilisées dans la médecine traditionnelle dans le monde entier
contre certaines maladies telles que la goutte, le rhumatisme, le paludisme, I'asthme et les maladies

gastro-intestinales (Israili et Lyoussi, 2009 ; Zerroug, 2011; Sivanesanet et al., 2016).

Dans la médecine traditionnelle algérienne, la partie aérienne d’Ajuga iva (L.) est utilisée
pour une variété des maladies et troubles mentaux, tels que diabéte, estomac et troubles
intestinales, entérite, sinusite, des maux de téte, rhumatisme, la goutte, I'asthme, le paludisme, les
ulcéres, Antibactérien et anti-appétant (Halimi, 2004 ; Chenni et al, 2007 ; Taleb-Senouci et al,

2009).

Plusieurs especes d'4juga ont été utilisées aussi en médecine traditionnelle africaine et
asiatique, a I’est Afrique, les plantes du ce genre ont été¢ employées comme reméde contre la ficvre,
les maux de dents, la dysenterie et I'hypertension artérielle, et dans la pharmacopée chinoise, ils

sont connus pour leur effet diurétique et anthelminthique (El-Hilaly et al, 2004 ; Halimi, 2004).

La richesse de I’ivette lui donne plusieurs propriétés prouvées scientifiquement c¢’est un
agent antioxydant (Taleb-Senoucia et al., 2009), la puissance du pouvoir anti radicalaire de la plante

est associée a sa richesse en composés phénoliques (Boukada et al., 2021).
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Il a été conclu que I’iridoides de 1’Ajuga iva peux jouer un rdéle important dans la
suppression du stress oxydatif causé par le cholestérol alimentaire et par conséquent, peut étre utile

pour la prévention et / ou le traitement précoce de I'hypercholestérolémie (Bouderbala et al., 2010).

Le screening pharmacologique réalisé in vivo et in vitro démontre qu’4juga iva est dotée
d’un large spectre d’activités pharmacologiques ; elle est antihypertensive ; vasodilatatrice (El-

Hilaly et al, 2004).

En usage externe, elle est souvent employée en applications locales contre les rhumatismes,
comme antiseptique et cicatrisante sur les plaies (Dellile, 2013 ; Halimi, 2014), comme un traitement
de longue durée (plusieurs semaines) dans le cas de stérilité féminine, et contre les douleurs
rhumatismales, les régles douloureuses, antidiabétique, anticancéreuse, vermifuge et réchauffant
(Diafat et al., 2016) également pour les troubles gastro-intestinaux (EI Hilaly et al, 2004) et les

troubles de 1'estomac.
I11.2.4. Toxicité de la plante :

La consommation de I’ivette par des personnes normales ; n’aboutit pas a la réduction de
leurs glycémies, alors qu’elle a un effet hypoglycémiant chez les personnes diabétiques (El Hilaly
et al., 2004). Par voie orale, la DL50 est supérieure a 14g/kg PC tandis que celle de la voie intra-
péritonéale est d’environ 3,6g/kg PC. Quant au traitement chronique (jusqu’a 600 mg/Kg PC)
n’occasionne aucun effet néfaste sur les parameétres biochimiques et hématologiques. L’analyse
histologiques des organes vitaux refléte des structures anatomo-morphologiques normales (El
Hilaly et al., 2007), les DL50 montrent que les flavonoides d’4juga iva (L) ne sont pas toxiques du
fait de leurs valeurs élevées (3600 mg/kg pour les souris et 4800 mg/kg pour les rats)
(Bennaghmouch et al., 2001).
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MATERIEL ET METHODES

I. Matériel :
I.1. Matériel végétal :

Les deux especes sélectionnées « L’Artemisia herba alba Asso et I’Ajuga iva » ont été
achetées d’un herboriste situé au niveau de la wilaya de Constantine. La partie aérienne de chaque
plante (feuilles, fleurs et tiges) est ensuite lavé puis séché a ’air libre et a I’ombre pendant 21
jours. Devenue seche, la partie aérienne de chaque plante est moulue, stockée dans des bocaux
fermés hermétiquement et placée dans un endroit a I’abri de la lumiére et de la chaleur avant son

utilisation.
1.2. Matériel animal :

Les 24 rats utilisés dans cette expérimentation sont des rats males adultes de souche Wistar
Albinos, pesant entre 150 et 270 g (au début de I’expérimentation), issus par élevage au niveau de
I’animalerie de 1’Université des fréres Mentouri Constantine 1. Les rats sont logés dans des cages
en matiére plastique ayant un couvercle en acier inoxydable de dimensions (36cm X25cm) ou
chaque cage regroupe 5 rats. Ils ont libre accés a I’eau et a la nourriture « type d’aliment standard,

fournies par I’Office National des Animaux du Bétail de Ain M’Lila (ONAB) ».

Avant leur utilisation les rats subissent une période d’adaptation de deux semaines au
niveau de I’animalerie a une température ambiante (de 20 a 24°C) et soumis a un cycle de
lumiére/obscurité de 12/12h pour le respect de leur horloge biologique. La litiére utilisée est de la

sciure renouvelée 3 fois par semaine pour garder le bon conditionnement hygiénique des rats.

Les rats sont maintenus a une température ambiante (de 20 a 24°C) et photopériode de
12h/12h. Les rats ont été traités conformément au principe et directive énoncés dans le manuel sur

le soin et I’utilisation des animaux d’expérimentation
I.3. Réactifs :

- Les solvants organiques utilisés dans les différents compartiments de cette étude sont de
grade analytique (Le méthanol, I’éthanol,) ont été fournis par Sigma- Aldrich.

- Les différents acides sont : ’acide gallique et I’acide Tannique Acide ascorbique de Sigma,
trichloroacétique (TCA) Acide sulfurique H2SO4 de Biochem.

- Les réactifs chimiques sont : le trichlorure d’aluminium (AlCI3-6H20), Chlorure de fer
(FeCl3), Molybdate d’ammonium, le phosphate de sodium (Na3POs), le DPPH, le BHA,
le Trolox, la quercétine ont été fournis par Sigma-Aldrich, le Folin-Ciocalteu (FCR) par

Biochem.
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- Les sels sont : Bicarbonate de sodium (Na2CO3), Sodium phosphate dibasique (Na2HPO4),
potassium phosphate dibasique (K2HPOs4), potassium dihydrogene phosphate (KH2PO4) de
Sigma, sodium dihydrogéne phosphate (NaH2PO4) de Labosi.

L.4. Appareils :

- pH métre (Meter Lab —PHM?210)

- Centrifugeuse (Sigma 3K30)

- Spectrophotomeétre (Perkin Elmer- UV/Vis Lambda 25)

- Bain-marie (MEMMERT)

-  Etuve (MEMMERT)

- Balance de précision (Explorer OHAUS)

- Agitateur avec plaque chauffante (Kika werk- RCT basic)

II. Méthodes :
II.1. Méthodes d’extraction :

I1.1.1. Préparation des extrait aqueux infusés :

L’extraction des substances bioactives contenues dans la partie aérienne des plantes
(Artemisia herba alba Asso et I’ Ajuga iva) est réalisée par infusion dans 1’eau distillée bouillon.
50 g de poudre de la partie aérienne de la plante est additionné a 500 ml d’eau distillée bouillon

(Bouldjedj, 2009).

Apres broyage de la partie aérienne de la plante par un moulin a café et chauffage de I’eau
distillée a 100°C par un bec benzene ; 50 g de poudre de la plante (Artemisia herba alba Asso ou
Ajuga iva) sont additionnés a 500 ml d’eau distillée bouillon puis laissé 30 minutes pour infusion

avec agitation de temps en temps.

L’infusion obtenu est ensuite filtrée trois fois sur du coton hydrophile, centrifugé a 3000
tours/min pendant 10 minutes pour se débarrasser des débris puis filtré sous vide a I’aide du papier

Wattman N°1.

Le filtrat récupéré est versé dans des boite de pétri en verre et séché a 1’étuve a 40 °C afin
de protéger les molécules extraites de la partie aérienne de 1’Artemisia herba alba Asso et de

I’Ajuga iva. La poudre obtenue constitue 1’extrait aqueux de la plante et stockée a -20°C.

L’extraction est faite au niveau du laboratoire de Génie Microbiologique et Applications

de ’université des Fréres Mentouri Constantinel.
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25g de la partie aérienne de la plante (broyé)
+
500ml d’eau distillée bouillon «100°C »

(=

Infusion pendant 30 minutes

—

Centrifugation a 3000 tours/min

(—

Filtration sous vide avec du papier filtre 2> Extrait sous
forme aqueuse

=

Séchage par étuve a 40 °C $ Extrait aqueux
(Poudre)

Figure 8 : Préparation de I’extrait aqueux de la partie aérienne de 1’ Artemisia herba alba Asso ou
I’ Ajuga iva

I1.1.2. Préparation de I’extrait méthanolique :

L’extrait méthanolique est obtenu par macération de 50 g de la poudre de la partie aérienne
de chaque plante dans 500 ml de méthanol absolu pendant 24 heures a 1’aide d’un agitateur
magnétique (Guede-Guina et al, 1993). La solution obtenue est filtrée trois fois sur du coton
hydrophile, centrifugé a 1000 tours/min pendant 10 minutes et filtré sur papier filtre Wattman N°1,

puis séchée a I’étuve a 40 °C. La poudre obtenue constitue I’extrait méthanolique de la plante.
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25g de la partie aérienne de la plante (broyé)
+
500 ml méthanol absolu

-

Macération pendant 24 heures

=

Centrifugation a 3000 tours/min

—

Filtration avec du papier filtre 2> Extrait sous
forme aqueux

Séchage par étuve a 40°C2>Extrait Méthanolique
(poudre)

Figure 9 : Préparation de I’extrait méthanolique de la partie aérienne de 1’ Artemisia herba alba
Asso ou I’ Ajuga iva

I1.1.3. Rendement de I’extraction :

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres séchage, et exprimé en
pourcentage (%) par rapport a la masse initiale de la poudre soumise a I’extraction.

Il est calculé suivant la formule présentée ci-dessous :

R (%) = [M / M0] X 100
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- R : (%) : Rendement exprimé en %
- M : Masse en gramme de 1’extrait sec obtenu

- MO : Masse en gramme de la poudre végétale utilisée (50g)

I1.2. Méthodes de caractérisation quantitative des polyphénols et des flavonoides :

La caractérisation quantitative des différentes phases de la plantes a été réalisée de la

maniére suivante :

I1.2.1. Dosage des polyphénols totaux :
Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a
¢été décrite en 1965 par Singleton et Rossi. Depuis, son utilisation s'est largement répandue pour

caractériser les extraits végétaux d'origines plus diverses.
I1.2.1.1. Principe :

La teneur en phénols totaux des extraits a été¢ déterminée par la méthode de Folin-
Ciocalteu, qui en milieu alcalin se réduit en oxyde de tungsten et de molybdéne donnant une
couleur bleue en présence des phénols. La coloration produite, dont 1'absorption maximum a
environ 760-765 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits

végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).
I1.2.1.2. Méthode de dosage :

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie, suivant le protocole

appliqué en 2006 par Wong et ses collaborateurs.

125 pl d’extrait végétal dilué dans le méthanol est mélangé avec 500 pl d’eau distillée et
125 pL de réactif de Folin Ciocalteu (FCR). Apres 5 minutes, 1250 pl de 2% de carbonate de
sodium (Na2CO3) et 1000 pl d’eau distillée sont ajoutés. Aprés une incubation du mélange
réactionnel pendant 90 minutes a température ambiante et a I’obscurité, I’absorbance est mesurée
a une longueur d’onde Amax = 760 nanometres avec un spectrophotometre Perkin Elmer- UV/Vis

Lambda 25.

La courbe d’étalonnage est effectuée par I’acide gallique ainsi que ’acide tannique a
différentes concentrations (0-500pg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du
dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par 1 g poids sec de

I’extrait (mg EAG/g EXT). Toutes les mesures sont répétées 3 fois.
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I1.2 2. Dosage des flavonoides totaux :
I1.2 2.1. Principe :

Le dosage des flavonoides totaux a été effectué par la méthode du trichlorure d’ Aluminium
(AICI3) en utilisant le quercétine comme étalon. La quantification des flavonoides a été effectuée
par une méthode basée sur la formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium

et les atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika, 2005).
I1.2 2.2. Méthode de dosage :

Briévement, un millilitre d’extrait préparé dans du méthanol est ajouté a 1ml de AICls-

6H20 (Solution méthanolique de 2%). Apres 1 heure de réaction, I’absorbance est lue a 415 nm.

La courbe d’étalonnage est effectuée par la quercétine a différentes concentrations
(0- 100pg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi
exprimés en mg d’équivalent de quercétine par 1 g poids sec de I’extrait (mg EQU/g EXT). Toutes

les mesures sont répétées 3 fois.

I1.3. METHODES DE DOSAGE DES ACTIVITES ANTIOXYDANTE IN VITRO :
I1.3.1. Le test de piégeage du radical DPPH (Diphenylpicrylhdrazyl) :

I1.3.1.1. Principe :

Ce test est utilis¢ afin d’analyser [’activit¢é antioxydante de divers composés.
le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables di a la délocalisation

des électrons libres au sein de la molécule.

La présence de ces radicaux DPPH" donne lieu a une coloration violette foncée de la
solution. La réduction des radicaux DPPH" entraine une décoloration de la solution (du violet au

jaune) ; ceci permet de suivre la cinétique de décoloration a 517 nm par spectrophotométrie.

NO2 N—N — > N02 —N + AC
vor ¢ vo. ¢
DPPH - DPPHH

Figure 10 : Equation du radical DPPH transformé en DPPHH (Massaro et al., 2016)

I1.3.1.2. Méthode de dosage :

Dans notre étude, ce test a été¢ évalué suivant le protocole appliqué en 2007 par

Kuramasamy et ses collaborateurs. Briévement, 1 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,2
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mM) a été mélangé avec 1 ml de différentes dilutions des extraits des plantes (0-1 mg/ml). Le
mélange obtenu est ensuite gardé a I’abri de la lumiére a la température ambiante pendant 30
minutes. Puis 1’absorbance est mesurée a 517 nm contre un témoin composé de 1 ml de la solution

de DPPH et de 1 ml de méthanol.

Les échantillons, les témoins (I’acide ascorbique, la quercetine, le BHA, et le trolox) et le
blanc sont préparés dans le méthanol. La décroissance de 1’absorbance est mesurée au

spectrophotometre et le % PI (pourcentage d’inhibition) est calculé suivant la formule ci-dessous

Densité optique de blanc—Densité optique de l7échantillon
% PI = p7a P X 100

Densité optique de blanc

La réalisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les concentrations qui
correspondent a 50 % d’inhibition (IC50) ; la valeur de IC50 la plus faible correspond a I’efficacité
de I’extrait la plus ¢élevée. La valeur de I’'IC50 est exprimée en pg/ml (3 répétitions pour chaque

concentration).

I1.3.2. Dosage de la capacité antioxydante totale « Test de phosphomolybdate » :

Le test du PPM (PhosphoMolybdate) est une variante du test au DPPH. Au cours de ce
test, hydrogene et I’électron sont transférés du composé réducteur (extrait-antioxydant) vers le
complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du milieu et de la

structure du composé antioxydant.
I1.3.2.1. Principe :

Le test est basé sur la réduction de molybdene Mo (VI) présent sous la forme d'ions
molybdate MoO4* a2 molybdéne Mo (V) MoO?* en présence de l'extrait ou d’un agent
antioxydant. Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre (phosphate/
Mo (V)) aun pH acide (Prieto et al., 1999). On mesure I’augmentation de la coloration du complexe
molybdene (VI) en présence d’antioxydant. A la différence des autres tests, ce test permet non
seulement de quantifier ’apport de 1’activité antioxydante des polyphénols mais aussi d’autres

composés antioxydants tel que les vitamines (C, E...).
11.3.2.2. Méthode de dosage :

La méthode consiste a mélanger dans un tube 300 ul de chaque extrait, a différente
concentrations, a 3000 pl d’un réactif composé de H2SO4 (0,6 M), de NazPO4 (28 mM) et du

molybdate d’ammonium (4 mM). Le tube est ensuite bien fermé puis incubé a 95°C pendant 90
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minutes. Apres les avoir refroidis, I’absorbance est mesurée a 695 nm. Le témoin est constitué¢ de

300 pl de méthanol mélangé avec 3000 ul du réactif mentionné ci-dessus.

Les échantillons et les témoins sont incubés dans les mémes conditions. Les résultats
obtenus sont exprimés en mg équivalent acide ascorbique par gramme de matiére seche de 1’extrait
(mg AA/g EXT).

I1.3.3. Dosage du pouvoir réducteur « FRAP » :

Le pouvoir réducteur du fer (Fe*") dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite
par Oyaizu (1986).

I1.3.3.1. Principe :

Cette méthode est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe**) en ion ferreux (Fe*") et
évalue le pouvoir réducteur des composés (Ou et al., 2001). La présence des réducteurs (AH) dans
les extraits des plantes provoque la réduction de Fe*"/ complexe ferricyanide a la forme ferreux.
Par conséquent, le Fe?" peut étre évalué en mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité
de la couleur bleu cyanée dans le milieu réactionnel a 700 nm (Chung et al, 2002). En effet, le

systeme FeCl3/K3Fe(CN)6 confere a la méthode la sensibilité pour la détermination «semi

quantitative» des concentrations des antioxydants, qui participent a la réaction redox (Amarowicz

NS LN
/N AN

et al., 2004).

+A

|Z
n
@
=

Fe(lll) Fe(ll)

Figure 11 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe ferricyanide ferrique

Fe (1IT) et un antioxydant (AH)

11.3.3.2. Méthode de dosage :

Le protocole utilisé au laboratoire est basé sur celui décrit par Oyaizu (1986). Dans des
tubes a essai en verre contenant 200 pl de solution d’échantillon a différentes concentrations, ont
été ajoutés 500 pl de tampon phosphate (0,2M : pH 6,6) puis 500 pl de potassium hexacyanoferrate
[KsFe (CN) 6] 1% dans I’eau distillée. L’ensemble est chauffé a 50°C au bain marie pendant 20
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minutes. Un volume de 500 ul d’acide trichloracétique (10%) est ensuite ajouté et le mélange est
centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes. Un aliquote de 500 puL de surnageant et transféré dans
un autre tube auquel ont été ajoutés 500 pl d’eau distillée et 100 pul de FeCls 1% fraichement
préparé dans de 1’eau distillée. Un blanc sans échantillon est préparé dans les mémes conditions

en remplagant I'extrait par méthanol.

La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé¢, en remplagant I’extrait par le méthanol qui permet de calibrer I’appareil
(UV-VIS spectrophotometre). Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard ; I’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les
échantillons. Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés.
I1.4. Méthodes de I’étude de I’effet anti-hyperglycémiant des extrait aqueux des plantes :
I1.4.1. Test de tolérance au glucose par voie orale (OGTT) :

L’hyperglycémie est provoquée par I’administration par voie orale de glucose aux rats a

jeun a la dose de 2 g/kg de poids corporel. Pour cette étude, 36 rats sont repartis en 6 lots de 6 rats.

» Groupe 1 (6rats) : Controles positifs qui regoivent par voie orale de 1’eau distillée
(4ml/kg), et 30 minutes apres, 2g/kg de glucose.

» Groupe 2 (6rats) : Les rats regoivent par gavage 1’extrait aqueux d’Artemisia herba
alba Asso en raison de 200 mg/kg et 30 min aprées, 2g/kg de glucose.

» Groupe 3 (6rats) : Les rats regoivent par gavage 1’extrait aqueux d’Artemisia herba
alba Asso en raison de 400 mg/kg et 30 min apres, 2g/kg de glucose.

» Groupe 4 (6rats) : Qui regoivent par voie orale 1’extrait aqueux d’Ajuga iva a la dose
de 200 mg/kg, puis 2 g/kg de glucose 30 minutes apres.

» Groupe 5 (6rats) : Qui regoivent par voie orale I’extrait aqueux d’4juga iva a la dose
de 400 mg/kg, puis 2 g/kg de glucose 30 minutes apres.

» Groupe 6 (6rats) : Des rats qui regoivent par voie orale la Diaglinide (10mg/kg), puis
2 g/kg de glucose 30 minutes apres.

La glycémie des rats de chaque groupe est mesurée juste avant 1’administration des
substances ou de I’eau distillée puis, apres le traitement, a des intervalles de 30 minutes, pendant
2 heures et 30 minutes. Le pourcentage d’induction de 1’hyperglycémie et le pourcentage de

réduction de I’hyperglycémie provoquée sont ensuite calculés.

Le prélevement est effectué sur la queue du rat et la glycémie a été mesurée a I'aide de

bandelettes de test de glycémie et d'un glucomeétre (Kit Check 3).
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I1.5. Evaluation statistique
Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2019. Les résultats
des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart-type. Les valeurs d’IC50 (concentration

inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [%

inhibition = f(concentrations)].
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Résultats et discussion

I. Rendement de I’extraction :

L’extraction de la partie aérienne d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga iva par le
méthanol et par I’eau distillée a chaud a permet d’obtenir des extraits de différentes couleurs, qui

sont conservés au frais dans des flacons ombrés jusqu’ a leur utilisation.

Les résultats des rendements et caractéristiques des extraits aqueux et méthanoliques des

deux plantes sont représentés dans le tableau numéro 1.

Tableau 1 : Rendement et caractéristiques des extraits aqueux et méthanolique des plantes étudiées :

Le poids du . Le poids des extraits Le rendement en
matériel végétal Les extraits Aspet Couleur
poudre en (g) (%)

en (g)
EXT AQ ART Poudre | Marron foncé 5,66 g 11,32+0,28
EXTMetOH | poudre | Vert foncé 3,46 g 6,93+0,65

ART

50
EXT AQ AJU Poudre Jaune 4,04¢g 8,08+0,02
EXTAI}/[S'[OH Poudre Vert foncé 2,77 ¢ 5,54+0,28

Les résultats obtenus montrent que 1’extraits aqueux des parties aériennes de la plante
Artemisia herba alba asso a un meilleur rendement (11,32+ 0,28) par rapport a I’extrait
méthanolique de la méme plante (6,93+ 0,65). Nos résultats s’accordent a ceux obtenus par Medjili
et Zaghdane (2018) qui ont trouvé que 1’extrait aqueux était plus rentable avec un pourcentage de

17% et I’extrait méthanolique avec le pourcentage de 10,8%.

Le rendement d’extraction obtenu par infusion de la plante Ajuga iva (8,08 £ 0,02) était
plus élevé que celui obtenu par macération dans le méthanol (5,54 + 0,28). Ces valeurs sont
largement inférieures a ceux obtenu par Bougandoura (2011) et Bendif (2017) (25% ; 23,58%

respectivement pour extrait aqueux).

Majhenic et ces collaborateurs (2007) dans leurs travaux sur 1’activité antioxydante et anti
microbienne des extrais de graines de Guarana, suggerent que l'extraction par les solvants a
température ¢élevée permet d'obtenir des rendements plus élevés en extraits secs que lorsqu'ils sont

obtenus a température ambiante et qu'ils sont plus €élevés pour I’extrait aqueux que méthanolique.

Cependant il reste difficile de comparer les résultats d'extraction avec ceux qui figurent
dans la bibliographie car le rendement n’est que relative et semble €tre 1i¢ aux propriétés
génétiques ainsi qu’a I’origine géographique, la méthode d’extraction, les conditions et a la durée

de stockage, la période de la récolte ...etc.
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II. Caractérisation quantitative des extraits de plantes :

I1.1. Teneur des extraits en polyphénols :

Le dosage des polyphénols totaux est déterminé par spectrophotométrie utilisant la
méthode du réactif de Folin-Ciocalteu.

Les résultats obtenus pour le dosage des polyphénols sont exprimés en mg équivalent acide
gallique par g d’extrait (mg EAG/g d’extrait) en utilisant I’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage tracée par ’acide gallique suivante (figurel2) : y=0,0035x-0,387 avec un

coefficient de corrélation R?= 0,9909.

Acide Gallique
2,000
1,800 -
£ y =0,0035x - 0,0387 -
g 1600 R2=09909 _~—
2 1,400
= 1,200 7
ol
2 1,000 /
S 0,800 /T
S
S 0,600 ,
é 0,400 //
0,200 -
0,000 M : : : : : .
0 100 200 300 400 500 600
Concentration de 'acide gallique en pg/ml

Figure 12 : Droite d’étalonnage de 1’Acide Gallique ((Moyenne = SD de trois essais)

Une deuxieme gamme étalon est établie avec 1’acide tannique pour estimer la teneur des
polyphénols. Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide tannique par g d’extrait (mg

EAT/g d’extrait) (y= 0,0026x-0,0103 avec un coefficient de corrélation R*= 0,9965) (figurel3).

Acide Tannique

1,400
1,200 y =0,0026x - 0,0103 _®
' R =0,9965

£

= 1,000

S

=3 /

~

] 0,800 ey

8 /

g 0,600

= /

St

(=]

2 0,400

- ,/
0,200
0,000 Li/

0 100 200 300 400 500 600
Concentration de 'acide tannique en pg/ml

Figure 13: Droite d’étalonnage de 1’ Acide Tannique ((Moyenne = SD de trois essais)
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Comme ’ensemble des dérivés hydroxylés ’absorbance molaire d’un phénol dépend
essentiellement du nombre des groupes hydroxyles, au cours du dosage des polyphénols, apres
I’addition du réactif de Folin-Ciocalteu, une couleur bleue apparait, ce qui confirme la présence

des polyphénols dans les extraits des plante étudiées.

Taux des polyphénols en mg EAG/1g EXT
120
101,73

94,50 +

100 + 1
80
60

42,69 38,88
40
20
0
EXT AQ ART EXT Meth-OH ART EXT AQ AJUG EXT Met-OH AJUG

Figure 14 : Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits équivalant d’acide gallique.

D’aprés les résultats obtenus et illustrés par les figures 14, on peut constater que
I’ Artemisia herba alba Asso posseéde des teneurs plus hautes en polyphénols totaux en comparaison

avec I’djuga iva et ceci a été remarqué pour les deux extraits (Méthanolique et aqueux).

Les teneurs en composés phénoliques varient qualitativement et quantitativement dans la
méme plante ainsi que d’une plante a une autre, et cela peut étre expliqué par I’origine de la plante,

et par la méthode d’extraction (Benarous et al., 2013).

Taux des polyphénols en mg EAT/1g EXT

140

115,10
120 105,36

100
80

60
40 35,62

)]
]

a4
U4

20

EXT AQ ART EXT Meth-OH ART EXT AQ AJUG EXT Meth-OH AJUG

Figure 15 : Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits équivalant d’acide Tannique.
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Notre étude montre que 1’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba Asso est plus riche
en polyphénol par rapport a I’extrait aqueux (101,73 £6,62 contre 94,50 +£0,33 mg EAG/g EXT et
115,10 £+ 8,92 contre 105,36 +0,44 mg EAT/g EXT). Ces résultats viennent donc confirmer les
travaux de Saffidine et ces collaborateurs (2013) qui ont enregistré un taux en polyphénols de

115,45mg EAG/g EXT dans de I’extrait aqueux de plante.

Par contre, les deux extraits aqueux et méthanolique d’4juga iva présentent des quantités
en polyphénols trés proches (42,69 £0,99 contre 38,88 + 8,92 mg EAG/g EXT et 35,62 + 1,33
contre 30,49 2,22 mg EAT/g EXT). Ces résultats ne concordent pas avec ceux apportés par Diafat
(2018) qui a obtenu des résultats beaucoup plus €levés que les notres et qui a constaté que 1’extrait

méthanolique d’Ajuga iva est trés riche en polyphénols (186,3 mgEAG/1gEXT).

Le profil polyphénolique des extraits de plantes peut varier sous I’influence de divers
facteurs, parmi lesquels la variété, la localisation géographique, les conditions climatiques de
croissance, le stade de maturité (Ryan et al, 1999 ; Anusuya et Manian, 2013), les différentes
maladies qui peuvent affecter la plante (Perron et Brumaghim, 2009), la température, le type et la

polarité du solvant d’extraction (Sousa et al, 2006 ; Conde et al., 2009).

La méthode d’extraction et la pureté des composés bioactifs, la granulométrie de
I’échantillon, le pH du milieu et la concentration du solvant peuvent aussi influencer le taux
d’extraction (Nour et al., 2013), ainsi que les techniques d’analyse et le substrat utilisé (Prior et al.,

1998 ; Amin et al, 2004 ; Zhao et al, 2007).

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante, qui
varie de composés simples a fortement polymérisés. Cette diversité structurale est responsable de
la grande variabilité¢ des propriétés physico-chimiques influengant I'extraction des polyphénols.
Entre autres, la solubilité des composés phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé

(Mahmoudi et al., 2013).
I1.2. Teneur des extraits en flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalis¢ selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICl3) et I’étalon été la quercétine. Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de la
quercétine par g de I’extrait sec (mg EQUE/g EXT). La courbe d’étalonnage est établie avec un
coefficient de corrélation R* = 0,973; (I’équation standard de courbe y = 0,025x - 0,093).
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Figure 16 : Droite d’étalonnage de la quercétine (Moyenne + SD de trois essais)

D’apres les résultats obtenus et représentés par la figure 17, on peut constater que les deux

plantes étudiées sont riches en flavonoides mais avec des quantités variables.

Absorbance a 415 nm

50

S
—J

30

N
<

10

Taux des Flavonoides en mg EQUE/1g EXT

45]08

23,74

EXT AQ ART EXT Met-OH ART EXT AQ AJUG EXT Meth-OH AJUG

Figure 17 : Teneurs en flavonoides totaux dans les extraits aqueux équivalant quercétine

On peut remarquer que pour /’Artemisia herba alba asso, I’extrait méthanolique est plus

riche en flavonoides totaux par rapport a I’extrait aqueux (45,08 + 1,13 mg EQUE/g EXT contre

31,14 £1,90 mg EQUE/g EXT). Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Laouini et ces

collaborateurs (2016) et confirment la richesse de la plante étudiée en flavonoides. La concentration

des flavonoides dans les extraits de la méme plante dépend de la polarité des solvants utilisés dans
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la préparation d’extrait. Le type de standard utilisé (quercétine, rutine) peut aussi changer les

résultats (Ghedadba et al., 2015).

D'autre part, on a également constaté que 1’extrait aqueux d '4juga iva présente une teneur
en flavonoide l1égerement supérieur a celle trouvée dans I’extrait méthanolique de la méme plante

(23,74 £ 1,21 mg EQUE/g EXT contre 19,49 +0,60 mg EQUE/g EXT).

En comparant les deux plantes, on peut constater que 1’ Artemisia herba alba Asso posséde
des teneurs plus hautes en flavonoides totaux par rapport I’4juga iva et ceci a été remarqué pour
les deux extraits (Méthanolique et aqueux). Ces résultats sont en corrélation avec ceux des

polyphénols.

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car
I’utilisation de différents solvants et de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité d’une

comparaison entre les études.

On pourrait expliquer ces différences dans les teneurs en flavonoides totaux par divers
facteurs, parmi lesquels ; la variété de la plante, la localisation géographique, les conditions
climatiques de croissance, la période de collecte (Ryan et al., 1999 ; Anusuya et Manian, 2013), les
différentes maladies qui peuvent affecter la plante (Perron et Brumaghim, 2009) et la durée de

stockage de la plante (Aganga et Mosase, 2001)

II1. Activité antioxydante in vitro :

Les trois types de tests que nous avons utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante de nos

extraits de plantes sont : le radical DPPH, le radical PPM et le test FRAP.
I11.2.1. Le test de piégeage du radical DPPH :

Le test de DPPH est largement utilis¢ pour 1’évaluation rapide et directe de I’activité
antioxydante des composés phénoliques précisément le criblage des activités anti-radicalaires des

extraits végétaux, en raison de sa stabilité, sa simplicité et la productivité de I’analyse.

Les résultats obtenus dans notre étude (La figurel8) ont révélé que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration soit pour les

standards (I’acide ascorbique, BHA, Trolox) ou pour les différents extraits des plantes étudiées.

Nous avons remarqué que les pourcentages d’inhibition des différents extraits étudiés sont
inférieurs aux pourcentages d’inhibition des standards utilisés dans [’analyse ; pour la
concentration de 62,5 ug/ml les standards ont révélé les pourcentages d’inhibition de DPPH
suivants : pour ’acide ascorbique 93,39 + 0,00%, pour le BHA 92,20 + 0,31%, et pour le Torolox
93,68 £ 0,19%.
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Figure 18 : Pourcentages d’inhibition du radicale DPPH" des antioxydants de références et des extraits
testés (Moyenne + SD de trois essais)

Concernant les des deux plantes, pour une concentration de 500 pg/ml, le pourcentage
d’inhibition de DPPH est de 89,50 + 0,11% pour I’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba
Asso, 73,42 £ 0,11% pour I’extrait aqueux de la méme plante, 53,26 £1,17% pour ’extrait aqueux
d’Ajuga iva et 44,15 + 1,61% I’extrait méthanolique d’Ajuga iva. Ces pourcentages correspondent

a une inhibition du DPPH reflétée par la décoloration complete du DPPH du violet en jaune pale.

La capacité antioxydante des différents extraits a été déterminée a partir de I’ICso, c’est
la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur d’IC50 est basse,

plus l'activité antioxydante d'un composé est grande (Hobi et Eddouks, 2016).

Nous avons déterminé pour chaque extrait, la concentration nécessaire pour réduire 50 %
du radical libre DPPH ou IC50. A partir des équations des régressions linéaires des graphes. Les

valeurs sont représentées dans le tableau suivant :
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Tableau 2: le pouvoir antioxydant (exprimé par ICso(en png /ml)) des antioxydants de références et des
extraits testés

ICsp+Ecart type (En pg /ml)

Acide ascorbique 004,66 + 0,26
BHA 017,27 £ 0,32
Trolox 005,87 + 0,10
EXT AQ ART 201,85 + 3,45
EXT Meth-OH ART 081,70 + 1,45
EXT AQ AJUG 555,22 £ 17,94
EXT Meth-OH 4JUG 472,59 + 8,71

D’aprés les résultats, les IC50 obtenues pour 1’acide ascorbique (4,66 = 0,26 pg/ml), le
Trolox (5,87 + 0,10 pg/ml) et le BHA (17,27 £0,32 pg/ml) utilisés comme des molécules de
référence, sont largement inférieures a celles des extraits et donc, des activités antioxydantes trés

¢élevées.

On a également remarqué que, pour I’Artemisia herba alba Asso, 1’extrait méthanolique
présente une IC50 (de I’ordre de 81,70 + 1,45 pg/ml) largement inférieure a celle de 1’extrait
aqueux (201,85 + 3,45 pg/ml). Ces résultats viennent donc confirmer les résultats de Kessoum
(2014) qui a constaté que 1’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba Asso posséde un pouvoir
antioxydant plus puissant par rapport a celui de 1’extrait aqueux (33,55 pg/ml contrel73,22 pg
/ml). Cependant, nos résultats ne concordent pas avec ceux enregistrés par Mebarki et Yahiouche
(2015) auxquels ils ont conclu que I’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba Asso posséde une

excellente capacité de neutralisation du radical libre DPPH avec une IC50 de 36,90pug/ml.

D'autre part, on a constaté que les IC50 obtenues pour 1’extrait méthanolique et I’extrait
aqueux d’Ajuga iva sont trés proches (Respectivement ; 472,59 + 8,71 ng/ml et 555,22 = 17,94
pg/ml) et largement supérieures a celles d’Artemisia herba alba Asso. Notre étude montre
clairement que les IC50 d’4juga iva que nous avons enregistré sont largement supérieurs a celles
apportés par Khodja et ces collaborateurs (2014) (IC50 de I’extrait méthanolique = 168ug/ml) et
Beddazekri et Ghemam Ali (2017) (IC50 de I’extrait aqueux = 0,22 mg/ml) mais sont similaires a
ceux de Hariri et Ouis (2016) auxquels ils ont enregistré une IC50 de 512 pg/ml pour I’extrait

méthanolique.

Les résultats obtenus dans la présente étude montrent une corrélation directe entre la teneur
totale en phénol des différents extraits et I'activité antioxydant. Plusieurs travaux ont montré une

bonne corrélation entre les IC50 et la teneur en polyphénols et en flavonoides (Salazar et al., 2008).

L'activité antioxydant des composés phénoliques et des flavonoides dépend des facteurs
suivants : la réactivité (Agents donateurs d’H et des électrons), la stabilité¢ du radical formé, la

réactivité avec d'autres antioxydants (Barreiros et al., 2006). Athamena et ces collaborateurs (2010)
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suggerent que les polyphénols semblent étre des donateurs efficaces d'hydrogene au radical DPPH,
en raison de leur chimie structurale idéale. Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient
pas étre négligés, parce que la synergie entre les différents produits chimiques devrait étre prise en

considération dans I'activité biologique.

De plus il existe une hétérogénéité structurale au sein des composés phénoliques ;
hétérogénéité qui se traduit par des propriétés différentes. L’activité anti-radicalaire est dépendante
du nombre, de la position et de la nature des substituants sur les cycles B et C (groupements

hydroxyles, metaxylés, glycosylés) et le degré de polymérisation (Popovici et al., 2010).

Il est évident que la forte activité des extraits bruts est attribuée a leur richesse en composés
phénoliques (Sousa et al, 2008 ; Bougandoura et Bendimerad, 2012 ; Boumerfeg et al., 2012) ;
Medjili et Zaghdane, 2018) qui possédent la plus forte teneur en molécules dosées (polyphénols,

flavonoides et tanins).

I11.2.2. Capacité antioxydante totale (CAT) :

La capacité antioxydante totale des extraits étudie est exprimée en nombre d’équivalents
d’acide ascorbique a partir d’une courbe d’étalonnage (y = 0,0051 x - 0,0193 ; R? = 0,9909)
(figure 19). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalant d’acide ascorbique par g de

I’extrait sec (mg EAA/1g EXT).
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Figure 19 : Droite d’étalonnage de 1’acide ascorbique pour mesure la capacité antioxydante
(Moyenne + SD de trois essais)
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Tableau 03: La capacité antioxydants totale (exprimés en pg équivalant d’acide ascorbique par mg de
I’extrait sec)

TAC zEcart type (Ell ug /mg)

EXT AQ ART 391,41 + 09,95
EXT Meth-OH ART 559,71 + 04,90
EXT AQ 4JUG 417,97 + 21,79
EXT Meth-OH AJUG 610,66 + 25,33

D’apres les résultats obtenus dans le tableau numéro 03, on peut constater que la capacité
antioxydante totale des extraits a montré une variabilité en fonction de la nature du solvant (I’eau

distillée ou le méthanol) utilisé pour 1’extraction.

On peut remarquer que les extraits méthanoliques d’Ajuga iva et d’Artemisia herba alba
Asso possedent les plus hautes activités antioxydantes (610,66 + 25,33 ug /mg et 559,71 + 04,90
nug /mg respectivement), par rapport aux extraits aqueux des mémes plantes (417,97 + 21,79 ug

/mg et 391,41 + 09,95 pg /mg respectivement).

Cette bonne capacité antioxydante observée peut étre di essentiellement a la richesse des
extraits en polyphénols particulicrement les flavonoides, et aussi en fonction des structures

chimiques des molécules bioactives

Il n’existe aucune corrélation entre les valeurs DPPH et ’activité antioxydante totale
mesurée par le dosage du phosphomolybdate. Cette variété des résultats peut étre due a des
composés polyphénoliques antioxydants différents qui possédent des effets antagonistes en
réagissant avec le phosphomolybdate, par conséquent le test TAC diminue, c’est le cas d’ Artemisia
herba alba asso. D’autres composées possedent des effets synergiques qui aboutissent a un TAC
¢leve, c’est le cas d’4juga iva. En revanche, les réactions du test DPPH se font dans le sens opposé
(Tsao, 2010). Egalement, les redondances dans les méthodes, causées par des similitudes en chimie
(transfert d’électron des composés phénoliques aux chromophores) n’indiquent pas
nécessairement que les polyphénols seules sont responsables des propriétés antioxydantes (Tsao,

2010).

I11.2.3. Pouvoir réducteur du fer (Test FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power) :
L’activité antioxydante des extraits a été¢ évaluée en utilisant la méthode de FRAP. Dans

cette analyse qui est rapide, reproductible et facile, ’activité antioxydante est déterminée par la

mesure de la réduction de I’ion ferrique (Fe*") en ion ferreux (Fe?"). Les résultats obtenus ont été

illustrés graphiquement (Figure 20).
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A partir des résultats obtenus on remarque que le pouvoir réducteur des extraits ainsi que
le standard est dose dépendante (concentration dépendante) c’est-a-dire que la capacité de

réduction de fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des d’extraits.
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Figure 20 : Evaluation de I’activité antioxydante des extraits par la méthode FRAP (chaque valeur
représente la moyenne de trois essais + SD).

Les résultats obtenus, révelent des activités antioxydantes appréciables de nos extraits
mais qui restent largement inférieure a celle de I’acide ascorbique. On remarque également que
I’ Artemisia herba alba Asso (Extrait aqueux et méthanolique) possede un pouvoir réducteur des
ions de fer ferrique supérieur celui d’A4juga iva. Ceci s’accorde avec les résultats de 1’étude

phytochimique ainsi que le test de DPPH.

A la concentration de 600ug/ml I’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba Asso
posséde le plus grand pouvoir réducteur des ions de fer ferrique (Fe**) (Do=0,471+ 0,032) puis
I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba Asso (0,433+ 0,008) ensuite 1’extrait aqueux d’Ajuga iva

(D0o=0,161+£0,011) et finalement 1’extrait méthanolique d’4juga iva (Do=0,138+0,005).

Le pouvoir réducteur des extraits peut étre di la richesse de ces extraits en composés
phénoliques, on peut déduire alors de ce test que les polyphénols notamment les flavonoides jouent
un role trés important dans la chélation des métaux de transition impliqués dans la réaction de
Fenton (formation de radicaux hydroxyles résultant de la réaction du fer avec le peroxyde
d’hydrogene) (Ghedadba et al., 2015). Par conséquent, les antioxydants peuvent étre considérés

comme des réducteurs et inactivateur des oxydant (Siddhyr-aju et Becker, 2007).
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Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un
compos¢ peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle

(Bougandoura et Bendimerad, 2012).

VI. Effet anti-hyperglycémiant des extrait aqueux des plantes lors du test de tolérance au

glucose (OGTT) :

Dans ce test nous avons évalué 1’effet anti-hyperglycémiant des extraits aqueux
d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga iva sur un test de tolérance au glucose.
L’OGTT « The Oral Glucose Tolerance Test » est la concentration plasmatique du glucose,
mesurée soit apreés un jeline nocturne soit aprés une charge en glucose, ou les moments du
prélévement des échantillons sont : 0, 30, 60, 90, 120 minutes (Jagannathan et al., 2020) c’est le

pilier du diagnostic du diabéte depuis un si¢cle (Bartoli et al., 2011).
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Figure 21 : Evaluation de I’activité hypoglycémiante des extraits par la méthode OGTT.

La figure 21 présente les variations de la glycémie des rats dans un test de tolérance au
glucose. L’hyperglycémie est provoquée par I’administration par voie orale de glucose aux rats a

la dose de 2 g/kg, 30 minutes apres I’administration orale des différentes doses des extraits aqueux
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des deux plantes étudiées, du diaglinidine (lots tests) ou de 1’eau distillée (lot t¢émoin). La glycémie

est mesurée toutes les 30 minutes, pendant 2 heures et demie.

Chez des rats normoglycémiques (témoin positif), ’administration per os de glucose
(2g/kg), apres prétraitement a I’eau physiologique a la dose de 4 ml/kg per os, a provoqué une
hyperglycémie avec un pic qui apparait au bout de 30 min (121,17+ 4,62 mg/dl contre 62,00+
2,53mg/dl) (n=6), correspondant a une variation de la glycémie qui est de 0,59 mg/dl. Par la suite,
I’hyperglycémie a été progressivement réduite et la glycémie basale a été retrouvée 2 heures apres

I’administration du glucose.

De méme, 1’administration par voie orale de 1’extrait aqueux d’Artemisia herba alba Asso
a une de doses 200mg/kg et d’A4juga iva a une de doses 400mg/kg n’ont pas d’effets sur
I’hyperglycémie induite par le glucose a 2 g/kg et elle a entrainé une hyperglycémie avec un pic
qui apparait au bout de 30 min (n=6), correspondant a une variation de la glycémie qui est de 67,34
mg/dl pour I’Artemisia herba alba Asso (140,17£19,65 mg/dl contre 72,83+14,46 mg/dl) et 54,67
mg/dl (123,17+16,47 mg/dl contre 68,50+8,31 mg/dl). Par la suite, I’hyperglycémie a été

progressivement réduite 2 heures apres I’administration du glucose.

Par contre, I’administration par voie orale de I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba Asso
a une de doses 400mg/kg et d’4juga iva a une de doses 200mg/kg ont réduit I’hyperglycémie
induite par une administration ultérieure de 2 g/kg de glucose. Dans ce cas, les pics
d’hyperglycémie qui apparaissent 30 minutes apres I’administration du glucose sont de 0,23 mg/dl
pour I’Artemisia herba alba Asso (107,50+£20,79 mg/dl contre 86,67+9,50 mg/dl) et 0,38 mg/dl
pour 1’Ajuga iva (111,50+15,89 mg/dl contre 56,33+11,56 mg/dl). La glycémie initiale est

retrouvée apres respectivement 2 heures apres 1’administration du glucose.

Chez les rats prétraités avec diaglinidine a 10 mg/kg, on a enregistré une hypoglycémie de
-25,5 mg/dl 30 minutes apres 1’administration du glucose a 2 g/kg de PC (35,5+7,34 mg/dl contre
62,00+2,53 mg/dl). Aprées cela, la glycémie a continu¢ de diminuer progressivement pour arriver

a ces niveaux les plus bas 2 heures apres I’administration du glucose (27,25+8,38 mg/dl).

Ainsi, les extraits aqueux d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga iva ont provoqué une
nette diminution de I’hyperglycémie provoquée par le glucose mais cette diminution reste
largement inférieure a celle du diaglinidine. Ces résultats viennent donc confirmer les premicres
conclusions de Chabane et ces collaborateurs (2013) et de Boudjelal et ces collaborateurs (2015)
qui ont constaté que les deux plantes possédent une activité antidiabétique non seulement a la

tolérance au glucose mais méme contre le diabéte type 2.
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Ces effets suggerent que les deux plantes ont pu agir par le méme mécanisme que les
substances anti-hyperglicémiques de références. Les flavonoides et les polyphénols présents dans
ces extraits pourraient étre 1’origine de ces effets pharmacologiques. Ainsi, la réduction de
I’hyperglycémie observées chez les rats traités avec les extraits aqueux des deux plantes pourrait
s'expliquer par une stimulation de la sécrétion de 1'insuline par le pancréas (Jackson et Bressler,
1981) et/ou, probablement, par une augmentation de l'utilisation périphérique du glucose en

présence de I’extrait (Yasodha et al., 2008).

Cette ¢tude a révélé donc que les deux plantes présentent un bon potentiel anti-

hyperglycémiant, ce qui justifie son usage en médecine traditionnelle dans le traitement du diabete.
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Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des molécules bioactives ayant
montré leur efficacité dans le traitement de diverses pathologies et restent la source prédominante
de médicaments pour la majorité de la population mondiale. L.’ Algérie est un pays riche en termes

de biodiversité ou I’usage des pharmacopées traditionnelles est une pratique toujours d’actualité.

Ce travail avait pour objectifs d’évaluer 1’activité antioxydante et anti-hyperglycémiante
des extrais aqueux et méthanolique des parties aériennes de deux especes assez répandues en

Algérie : Artemisia herba alba Asso et Ajuga iva.

Les résultats de 1’é¢tude comparative montrent que le rendement d’extraction varie
considérablement en fonction du solvant utilisé ou les rendements des extractions aqueuses étaient
supérieur aux rendements des extractions méthanoliques pour les deux plantes, ce qui peut indiquer

la richesse de ces deux plantes en métabolites hautement polaires et hydrosolubles.

La quantification des composés phénoliques par la méthode de Folin ciocalteu a révélé que
les deux extraits (aqueux et méthanolique) d’ Artemisia herba alba Asso possedent des teneurs plus
importantes par rapport a ceux d’4juga iva. Alors que, le dosage les flavonoides par la méthode

d’AICl3 nous a mené a conclure que les deux plantes sont riches en flavonoides.

Le potentiel antiradicalaire déterminé au moyen de trois tests (DPPH, TAC et FRAP) a
montré que les deux plantes étudiées présentent des propriétés antioxydantes remarquables. Les
capacités antioxydantes révélées in vitro peuvent étre liées directement a la richesse des deux

plantes en polyphénols mais également a la structure de ces derniers.

L’¢évaluation de I’effet anti-hyperglycémiant des extraits aqueux des deux plantes sur des
rats Wistar Albinos post-traités par le glucose nous a montré que ces derniers présentent un bon

potentiel anti-hyperglycémiant.

Ces propriétés pharmacologiques expliquent 1’efficacité de ces deux plantes utilisées en
médecine traditionnelle pour le traitement des pathologies a manifestation inflammatoire et le

diabéte.

Cette étude nécessite d’autres études complémentaires pour :

- Identifier les bonnes méthodes et solvants d’extraction.

- Faire des recherches approfondies : séparation, identification et caractérisation des

composés actifs par des méthodes fiables, utilisant différentes techniques.
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Evaluer I’activité antioxydante par d’autres méthodes in vitro : et in vivo, en mesurant
I’activité d’enzymes antioxydantes.

Approfondir les recherches pour mieux comprendre et les molécules responsables de
I’effet pharmacologique et les mécanismes et leur mode d’action sur les différents

systemes biologiques au cours de diabéte.
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RESUME

Les pathologies dues étiologiquement au stress oxydatif y compris le diabéte s’accroissent
précipitamment dans le monde entier. Afin d’¢luder de la toxicit¢é des substances chimiques
thérapeutiques, la phytothérapie s’impose de nouveau. Ce travail s’intéresse a 1’estimation des activités
antioxydantes et anti-hyperglycémiante d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga iva. Les extraits aqueux
des deux plantes sont réalisés par infusion dans 1’eau distillée bouillante, tandis que les extraits
méthanoliques sont réalisés par macération en utilisant le méthanol. Les rendements d’extractions
montrent que les extraits aqueux et méthanoliques des paries aériennes d’ Artemisia herba alba Asso ont
des rendements supérieurs a ceux d’4juga iva (11,32+0,28% et 6,93+0,65% contre 8.08+0,025% et 5,54
+0,28% respectivement). L’évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin
ciocalteu a montré que les extraits, méthanoliques et aqueux, d’ Artemisia herba alba Asso sont plus riche
en polyphénols (101,73+ 6,62 et 94,50 + 0,33 EAG/g EXT respectivement) et en flavonoides (45,08
+ 1,13 et 31,14 + 1,90 mg EQUE/g EXT) que les extraits d’A4juga iva. Ces valeurs sont des bons indices
du potentiel thérapeutique des extraits, car beaucoup d’activités biologiques sont intimement liées a
I’aspect quantitatif mais aussi qualitatif de ces biomolécules. L’effet antioxydant a été déterminé par la
méthode du DPPH, le test du TAC et la méthode de FRAP. Pour le piégeage du radical libre DPPH, des
valeurs d’IC50 plus importantes (81,70 +1,45 et 201,85 £3,45 pg/ml) ont été trouvées pour les extraits
méthanoliques et aqueux d’Artemisia herba alba Asso par rapport a celles trouvées pour I’ 4juga iva. En
revanche, la capacité anti-oxydant totale des extraits méthanoliques et aqueux d’Ajuga iva et d’Artemisia
herba alba Asso était proches (610,66 £25,33 et 417,97 £21,79 contre 559,71 £4,90 et 391,41+ 9,95 pug
Eq AA/g EXT respectivement). Alors que I’Artemisia herba alba Asso a présenté un potentiel
antioxydant plus important avec la méthode de FRAP. L’évaluation de I’effet anti-hyperglycémiant (Test
OGTT) des extraits aqueux des deux plantes sur des rats Wistar Albinos post-traités par le glucose nous
a montré que ces derniers présentent un bon potentiel anti-hyperglycémiant. En conclusion, ces résultats
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